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Figure 1 : mécanisme de la phase de sensibilisation et de la phase active de la 
réaction allergique. (Long A ; N Engl J Med 346:1320, April 25, 2002 Editorial )
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Bien que quelques faits aient été relatés par le passé dès le XVeme siècle (St thomas-
More, 1557) et ce jusqu’à la description en tant que tels des premiers cas d’allergies 
alimentaires définis par Hutinel et Schloss au début du XXeme siècle, l’histoire des 
allergies alimentaires est véritablement en train de s’écrire depuis ces 20 dernières 
années. L’hypersensibilité alimentaire regroupe l’ensemble des réactions indésirables 
dues aux aliments, différenciées ensuite par l’implication des mécanismes 
immunologiques dans le cas des allergies alimentaires ou non dans le cas des 
intolérances alimentaires (Dutau and Rancé 2006; Wal 2004). Les allergies 
alimentaires font intervenir des mécanismes cellulaires complexes médiés par des 
cytokines. Le phénomène se déroule en deux phases distinctes dans le temps (figure 
1). La première étape correspond à une phase silencieuse, dite de sensibilisation, au 
cours de laquelle lors d’un premier contact l’allergène internalisé et dégradé par des 
cellules présentatrices d’antigènes est ensuite présenté grâce à des complexes majeurs 
d’histocompatibilité (CMH) de classe II et reconnu par les lymphocytes TCD4+ qui 
délivrent le signal aux lymphocytes B. Dans le cas de l’allergie, les lymphocytes T 
impliqués sont de type Th2 qui de par leur capacité à produire de l’IL-4 favorisent la 
transformation des lymphocytes B en clones producteurs d’immunoglobulines de type 
E (au détriment des clones producteurs d’IgG). Cette série de mécanismes aboutit donc 
à la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes producteurs d’IgE. Ces IgE 
sont spécifiques de l’allergène et capables de se fixer à la surface des mastocytes 
tissulaires et des basophiles sanguins grâce à des récepteurs spécifiques FcεRI. Lors 
d’un contact ultérieur avec l’allergène, la reconnaissance de celui ci par les IgE fixés 
entraîne un pontage de deux molécules d’IgE qui par modification membranaire 
aboutit à la dégranulation des mastocytes et basophiles. Ceci correspond à la deuxième 
phase, active, de l’allergie alimentaire appelée phase de déclenchement. Les 
médiateurs chimiques libérés (histamines, leucotrienes, prostaglandines…) sont des 
médiateurs pharmacologiquement actifs qui possèdent des propriétés vasoactives, 
cytotoxiques, chimiotactiques et vont déclencher les symptômes cliniques de l’allergie. 
En raison de la diversification alimentaire de plus en plus importante nombre 
d’aliments sont impliqués dans ces réactions d’allergie alimentaire. Certains aliments 
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restent très rarement identifiés en tant qu’allergène mais révélateurs des nouveaux 
comportements alimentaires des populations concernées comme le quinoa (Moneret-
Vautrin 2008) ou les protéines du lait de chèvre et de brebis. Bien que la liste des 
aliments le plus fréquemment incriminés varie dans le temps, selon la répartition 
géographique des populations touchées ou encore avec l’âge des patients, plusieurs 
études démontrent que la majorité des allergies alimentaires sont dues à un nombre 
restreint d’aliments, à savoir les œufs, l’arachide, le lait, les fruits à coque, les poissons 
et crustacés ainsi que les légumineuses et le blé. Parmi ces aliments, l’arachide et les 
fruits à coque sont les premiers responsables d’anaphylaxies sévères dans la plupart 
des pays. Un intérêt particulier a donc été porté sur cette catégorie d’aliments lors de 
ce travail.  
 
I. les allergies alimentaires dues aux fruits à coque et aux 
graines 
 
1. épidémiologie 
 
a. allergie à l’arachide et aux fruits à coque 
 
L’augmentation des allergies à l’arachide et aux fruits à coque constitue certainement 
le fait le plus marquant des 20 dernières années dans l’allergie alimentaire. Ces 
allergies, de plus en plus fréquentes, sont à l’origine de réactions cliniques qui peuvent 
s’avérer très violentes (œdeme de Quincke, choc anaphylactique). On considère à 
l’heure actuelle que la prévalence de ces allergies varie entre 0,5% et 1,8 % de la 
population générale selon les pays (Rancé and Dutau 2007). Des études plus précises 
ont été réalisées aux Etats Unis définissent une fréquence d’environ 1% (Sicherer, 
Munoz-Furlong et al. 1999; Furlong, DeSimone et al. 2001; Sicherer, Furlong et al. 
2001; Sicherer, Munoz-Furlong et al. 2003; Crespo, James et al. 2006). On retrouve la 
même prévalence au sein de la population anglaise dans des études réalisées sur une 
population d’habitants de l’Ile de Wight, au sein de laquelle la fréquence est estimée à 
1,2% (Tariq, Stevens et al. 1996). Ces valeurs sont, à l’heure actuelle, identiques chez 
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les adultes et les enfants. Cependant il est important de noter que la prévalence chez 
les adultes est considérée comme stable depuis ces 5 dernières années alors que la 
fréquence chez les enfants a doublé passant de 0,5 à 1% aux USA et triplé en 
Angleterre passant de 0,6 à 1,8% (Hourihane, Roberts et al. 1998; Sicherer, Munoz-
Furlong et al. 2003). Les réactions allergiques IgE dépendantes pour ces fruits à coque 
se multiplient donc maintenant en pédiatrie. 
 Ce sont des allergies qui ont longtemps été décrite comme persistantes, mais des 
études récentes ont permis de révéler la possibilité de disparition de l’allergie dans 
20% des cas pour une allergie à l’arachide et dans 9% des cas pour les allergies aux 
fruits à coque. La rémission semble également possible dans le cas de réactions 
sévères mais dans la plupart des cas où l’allergie disparaît, les premiers symptômes des 
patients étaient uniquement cutanés, leur taux d’IgE spécifique relativement faible et 
ils appartiennent à une catégorie dont le taux d’eczéma en bas age était faible 
(Hourihane, Roberts et al. 1998; Skolnick, Conover-Walker et al. 2001; Fleischer, 
Conover-Walker et al. 2005). L’arachide est dans plus de 50% des cas l’aliment 
incriminé notamment dans les pays où il est consommé sous forme grillée, ce qui 
semblerait augmenter son allergénicité (Maleki, Chung et al. 2000). On trouve en tête 
des fruits à coque les plus fréquemment impliqués dans des réactions allergiques la 
noix, la noix de Cajou, la noisette, l’amande et la noix du Brésil (Ewan 1996; Sicherer, 
Munoz-Furlong et al. 2003).  
 
b. Allergie aux graines  
 
Les graines le plus souvent répertoriées dans des réactions allergiques appartiennent au 
groupe des légumineuses (lentilles, pois, soja…) ainsi que le sésame. Les données du 
CICBAA, obtenues à partir de 511 patients, révèlent en effet que 6% des patients ont 
une allergie aux légumineuses (arachide exclue) et 5% une allergie au sésame.  
L’arachide et le soja ont focalisé la plupart des études concernant les légumineuses. 
Cependant dans des zones où le régime alimentaire méditerranéen prédomine, 
notamment l’Espagne et la Grèce, la lentille, le pois chiche, le haricot et le pois 
constituent des sources non négligeables d’allergies plus particulièrement chez les 
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enfants (Pascual, Fernandez-Crespo et al. 1999; Martinez San Ireneo, Ibanez et al. 
2008).  Il est d’ailleurs très fréquent d’observer des allergies à plusieurs espèces de la 
famille des légumineuses chez un même patient. (Pascual, Fernandez-Crespo et al. 
1999) 
Le sésame appartient à une famille botanique (Pedaliaceae) différente de celle des 
légumineuses. L’allergie qui en découle semble être en pleine expansion. D’après le 
CICBAA, elle se situe en 15ème position des allergies de l’enfant et représente 0.6% 
des allergies dans une population de 544 enfants souffrant d’allergies alimentaires 
(Rance, Kanny et al. 1999). Cette allergie est corrélée à la distribution géographique. 
Elle est préférentiellement répandue en Israël et en Australie et totalement absente du 
continent Asiatique. En Israël, la prévalence de cette allergie équivaut à 0.18% dans 
une population d’enfants âgés de moins de 2 ans, et se situe en troisième position après 
l’œuf et le lait. Sa fréquence et sa gravité, confèrent au sésame le statut de « cacahuète 
du Moyen Orient ». Selon ces auteurs, la prévalence de cette allergie augmente avec la 
diversification alimentaire précoce à base de sésame, recommandée pour sa richesse en 
protéines et en fer, dans ces régions. En Australie, la prévalence est de 0.42% dans une 
population d’enfants atopiques et se situe en quatrième position derrière l’œuf, le lait 
et l’arachide (Hill, Hosking et al. 1999). Il existe également beaucoup de cas de 
sensibilisation au sésame sans symptômes cliniques, ce qui laisse supposer une 
sensibilisation provenant de réactions croisées avec l’arachide et les fruits à coque. 
 
2. symptômes associés à ces allergies 
 
Toutes les études soulignent que les allergies aux graines et fruits à coque engendrent 
des réactions sévères, à l’origine de 20 à 30% des accidents rapides et sévères 
(Moneret-Vautrin, Kanny et al. 2001). En outre, la sévérité de ces réactions allergiques 
augmente avec l’âge des patients. Le contact est le plus souvent réalisé au niveau du 
tractus digestif lors de l’ingestion de l’aliment mais on dénombre quelques cas de 
réactions observés après contact de l’aliment avec la peau ou par inhalation de 
particules en suspension dans l’air. Les doses nécessaires au déclenchement de 
l’allergie sont très variables selon les individus mais dans le cas de l’arachide, des 
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quantités inférieures à 100mg peuvent entraîner des symptômes cliniques par 
exposition aérienne ou par contact de la peau ou des lèvres, bien que les doses requises 
se situent le plus souvent entre 100mg et 1g, soit le poids moyen d’une graine. 
(Flinterman AE, Pasmans SG et al., 2006).  
Les symptômes observés sont divers et se présentent sous formes de réactions légères 
constituées de symptômes cutanés (érythème, prurit, conjonctivite, démangeaisons) ou 
gastro-intestinaux (douleurs abdominales) ou sous des formes plus sévères impliquant 
une hypotension, des diarrhées/vomissement, un angio-oedeme facial et, dans les cas 
les plus graves, un choc anaphylactique. Les manifestations cliniques les plus 
fréquentes sont de sévères urticaires/angio-oedemes suivi par des anaphylaxies 
systémiques (dyspnée, œdème du pharynx, vomissement ou/et diarrhées). On estime 
que les symptômes impliquant plusieurs organes ou des symptômes respiratoires 
graves surviennent dans environ 80% des cas. (Crespo, James et al. 2006). Bien que 
les réactions anaphylactiques fatales restent relativement faibles (le risque de mort lié à 
une réaction allergique apparaît en effet dans moins d’un cas sur un million de 
personnes) les allergies aux fruits à coques et aux graines demeurent très impliquées 
dans la plupart des cas répertoriés avec des valeurs de presque 90% aux USA (Bock 
and Atkins 1989; Hourihane, Dean et al. 1996; Moneret-Vautrin, Kanny et al. 2006). 
Les premières réactions surgissent le plus souvent à domicile alors que les suivantes 
apparaissent dans des lieux extérieurs comme les restaurants, l’école, dans la famille 
ou chez des amis.  
 
3. Les causes d’une telle évolution 
 
Bien que la compréhension des allergies alimentaires ait largement progressée, 
l’augmentation apparente de la prévalence de ces allergies reste difficile à expliquer 
objectivement et demeure une problématique au cœur des débats. Comme dans tous 
les cas d’allergie, le terrain génétique et l’influence de l’environnement sont 
étroitement liés. La composante génétique de l’allergie à l’arachide semble importante 
et comparable à celle des autres maladies atopiques. On estime l’hérédité de cette 
allergie comprise entre 82 à 87% (Sicherer, Furlong et al. 2001).Bien que le facteur 
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génétique soit impliqué dans les réactions allergiques, il ne peut expliquer à lui seul 
l’évolution de la fréquence d’allergie telle que les allergies aux fruits à coque, arachide 
et graines. En effet, il est inconcevable d’envisager que le patrimoine génétique des 
populations touchées ait massivement changé au cours des 20 dernières années. 
L’influence de l’environnement semble donc constituer le point majeur de cette 
évolution. 
En ce qui concerne les allergies aux fruits à coque, arachide et graines, leur évolution 
est fortement corrélée à celle des modes d’alimentation. En effet en matière 
d’alimentation, les efforts d'innovation des industriels et des distributeurs sont 
considérables mais négligent l’introduction fréquente d’aliments fortement 
allergéniques dans les produits alimentaires. Les fruits à coque et graines font partie de 
ces ingrédients couramment utilisés dans l’industrie alimentaire en tant qu’agents de 
texture, de saveur ou d’apparence. On retrouve en effet fréquemment des farines 
utilisées comme liants dans des plats préparés, de la charcuterie, de la viande hachée 
etc…(Moneret-Vautrin, Kanny et al. 2006) Ces aliments hautement allergéniques sont 
masqués de la composition du produit et peuvent être à l’origine d’accidents sévères 
chez des sujets allergiques. De plus l’exposition répétée à des doses même faibles de 
ces allergènes pourrait être un des facteurs de l’augmentation de la fréquence des 
allergies d’autant plus que les procédés agroalimentaires peuvent engendrer une 
augmentation de l’allergénicité des protéines incriminées, comme c’est le cas de 
l’arachide qui devient plus allergénique une fois grillées (Kopper, Odum et al. 2005; 
Mondoulet, Paty et al. 2005). 
En plus des aliments déjà répertoriés comme allergéniques, de nouveaux produits 
alimentaires ont vu le jour ou ont connu un essor conséquent ces dernières années, 
permettant une diversification importante de notre alimentation. C’est le cas 
notamment de nombreux fruits à coque (noix du Brésil, noix de Cajou…) utilisées 
dans des mélanges apéritifs dont la consommation semble corrélée avec une 
augmentation de la prévalence des allergies aux fruits à coque. La fréquence de la 
réactivité croisée entre ces aliments étant élevée, l’augmentation de leur 
consommation entraîne souvent le développement d’allergies croisées, comme c’est le 
cas pour l’arachide et la noix de Cajou par exemple.  
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Les réactions observées après ingestion de graines sont souvent décrites après une 
première exposition connue. Ceci peut s’expliquer par l’ignorance d’un premier 
contact antérieur, par inadvertance ou par l’ignorance de l’existence de l’allergène 
dans un produit alimentaire (allergènes cachés). Elle peut également trouver une 
explication au sein de l’environnement fœtal et/ou du nourrisson. Une sensibilisation 
in utero peut être réalisée par ingestion répétée notamment d’arachide et/ou fruits à 
coque durant la grossesse ou encore après exposition du fœtus à de faibles doses 
d’allergènes présentes dans la constitution de base des crèmes hydratantes utilisées par 
la mère. Le même phénomène est envisagé pendant l’allaitement avec une 
transmission possible par le lait (Hourihane, Dean et al. 1996; Hourihane, Roberts et 
al. 1998; Sicherer, Furlong et al. 2001). D’autres hypothèses ont été émises concernant 
la composition des laits en poudre pour bébés, qui pouvait renfermer des protéines de 
soja et d’arachide, et surtout des crèmes utilisées pour soigner les irritations, le 
dessèchement de la peau ou les eczémas du nourrisson. L’exposition, même à de 
faibles doses, à des allergènes d’arachide, présents dans l’huile d’arachide qui 
compose ces crèmes, au travers d’une peau inflammée est susceptible d’entraîner la 
sensibilisation du nourrisson à l’arachide (Olszewski, Pons et al. 1998; Lack, Fox et al. 
2003). 
 
4. Les protéines de réserve : allergènes majeurs des graines et fruits à 
coque 
 
Les fruits à coque et les graines appartiennent à des familles botaniques très diverses 
(tableau 1). Cependant la majorité de ces allergènes appartiennent à la même catégorie 
de protéines que sont les protéines de réserve. Ce sont des protéines ubiquitaires 
présentes en grande quantité dans les graines (sens botanique du terme). Les protéines 
de réserve constituent en effet entre 10% et 40% du poids sec des graines. Elles sont 
stockées sous forme agrégée au sein de structures vacuolaires déshydratées appelées 
corps protéiques. Leur principale fonction consiste à fournir de l’azote à l’embryon 
lors de la germination. Plusieurs études sur cette catégorie de protéine ont été 
principalement axées sur leur composition chimique et leur valeur nutritive. A côté de 
leurs propriétés allergéniques, ces protéines présentent également un intérêt clinique 
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puisque les gliadines de blé et les peptides qui en dérivent causent des dommages aux 
cellules intestinales responsables de la maladie cœliaque chez certaines personnes 
sensibles (Weiss, Austin et al. 1983). De manière conventionnelle, les protéines de 
réserves sont classées en fonction de leur différence de solubilité selon 4 classes : les 
albumines (solubles dans l’eau), les globulines (solubles dans un tampon de faible 
salinité), les prolamines (solubles dans un tampon mixte éthanol/eau) et les glutelines 
(solubles dans un tampon alcalin ou acide) (Muntz 1998; Tai, Wu et al. 1999). Les 
allergènes appartiennent principalement aux groupes des albumines et des globulines.   
a. Les globulines  
 
Ces protéines globulaires, présentes majoritairement chez les Dicotylédones, 
comprennent deux groupes : les 7S globulines (du type vicillines) et les 11S globulines 
(du type légumines). 
 Les vicillines 
 
Les protéines de réserves classées dans la sous famille des globulines 7S sont des 
protéines que l’on retrouve dans un grand nombre de plantes. Elles sont appelées 
vicillines du fait de leur abondance dans le genre Vicia. Ce sont des protéines 
trimériques dont la masse moléculaire est située entre 150 et 190 kDa, souvent 
glycosylées (Gatehouse, Croy et al. 1981). Ces protéines ne contiennent pas de résidus 
de cystéine et par conséquent aucun pont disulfure ne peut être établi entre les 
polypeptides qui les constituent. La structure trimérique est alors stabilisée par de 
nombreuses liaisons de faible énergie. Ara h 1, un des allergènes majeurs de 
l’arachide, a été incontestablement la vicilline plus étudiée dans le domaine de 
l’allergie. C’est une glycoprotéine homotrimérique très stable composée de sous unités 
de 64,5kDa. Elle est reconnue par plus de 80% des patients sensibilisés à l’arachide 
(Burks, Shin et al. 1997). Chez le soja, 50% de la fraction correspondant aux vicillines 
est composée par la β conglycinine, glycoprotéine de 180 kDa. On retrouve également, 
parmi les vicillines, des allergènes de lentille (Len c 1), de pistache (Pis v 3), de noix 
(Jug r 2), de noisette (Cor a 11), de sésame (Ses i  3), de noix de Cajou (Ana o 1), et de 
pois (Pis s 1). Les régions épitopiques de ces protéines partagent des similarités de 
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séquence et de structure importantes et peuvent être à l’origine de réactivités croisées 
entre les graines et les fruits à coque (Barre, Jacquet et al. 2007). 
Les légumines 
 
Les globulines 11S ou légumines sont des protéines hexamériques, de taille supérieure 
aux vicillines généralement non ou peu glycosylées. Chaque sous-unité est constituée 
d’un polypeptide acide α, ayant une masse moléculaire comprise entre 30 et 40 kDa, et 
d’un polypeptide basique β, d’environ 20 kDa reliés par un pont disulfure. La masse 
moléculaire globale des légumines est située entre 380 et 410 kDa. Il s’agit de 
protéines très compactes, de forme applatie. A l’heure actuelle on considère que 
l’hexamère correspond à un dimère de trimères. Ce dimère résulte de l’association non 
covalente grâce à des liaisons électrostatiques entre les 2 faces électropositive et 
électronegative des 2 trimères. Ara h 3 a été identifié grâce à un séquençage de la 
partie N terminale en tant que légumine. La fraction des légumines du soja est 
intégralement composée de glycinine, globuline prédominante du soja. Ara h 3 et la 
glycinine du soja présentent d’importantes ressemblances structurales ainsi que des 
épitopes similaires (Breiteneder and Radauer 2004). Cor a 9 de la noisette, Jug r 4 de 
la noix, Ana o 2 de la noix de cajou, Ber e 2 de la noix du Brésil et Pis v 2 de la 
pistache sont également des légumines. 
 
Tableau 3 : principales vicillines et légumines identifiées en tant qu’allergène. 
GLOBULINES  
7S vicillines 11S légumines 
Arachide Ara h 1 Ara h 3 
Soja β conglycinine glycinine 
Noix Jug r 2 Jug r 4 
Noix de cajou Ana o 1 Ana o 2 
Noix du Brésil - Ber e 2 
Pois Pis s 1 - 
Sésame Ses i 3 - 
pistache Pis v 3 Pis v 2 
noisette Cor a Cor a 
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Figure 2 : alignement multiple (ESPript) des séquences primaires des principaux 
allergènes appartenant à la famille des albumines 2S. 
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Il est possible de détecter certaines de ces protéines dans les huiles à des 
concentrations très variables selon le degré de purification. L’allergenicité des huiles 
dépend de leur pureté. Les huiles de première pression sont souvent plus contaminées 
par la fraction hydrophile des tourteaux qui renferment les allergènes. Donc plus le 
nombre de pressions augmente plus la concentration protéique et ainsi la réactivité vis 
à vis des IgE diminuent. Il est cependant envisageable de retrouver des protéines 
allergènes dans les huiles, notamment les huiles artisanales (noix, noisette…) et de ce 
fait d’observer des réactions cliniques chez un patient hypersensible après ingestion ou 
contact avec ces huiles (Teuber, Brown et al. 1997).  
 
b.  Les albumines 2S 
  
Les albumines 2S sont des protéines largement distribuées au sein des Dicotylédones 
et des Monocotylédones. Ce sont généralement de petites protéines globulaires dont la 
taille ne dépasse pas 20kDa. Elles appartiennent à la superfamille des prolamines dans 
laquelle figure également une autre famille riche en allergènes qu’est la famille des 
protéines de transfert de lipides ou LTPs. Elles contiennent des teneurs élevées en 
acides aminés soufrés (méthionine et cystéine) et en lysine alors que les globulines, 
comme toutes les protéines de réserve, sont riches en acides aspartique et glutamique, 
en leurs amides et en arginine. Elles se composent de deux chaînes polypeptidiques, 
clivées après synthèse d’un précurseur et reliées par deux ponts disulfure interchaines 
et deux intrachaines. Quelques rares exceptions dérogent à ces règles, comme 
notamment SFA 8 du tournesol qui est la seule albumine actuellement décrite 
composée d’une seule chaîne polypeptidique. Dans l’albumine du pois, les deux sous 
unités ne sont pas reliés par des ponts disulfure (Higgins, Chandler et al. 1986; Kortt, 
Caldwell et al. 1991). On observe au sein de cette famille un faible taux d’homologie 
des séquences primaires inférieure à 50%.(Figure 2). Quelques régions apparaissent 
tout de même très conservées, il s’agit des régions entourant les cystéines participant 
aux ponts disulfure. En raison du maintien de la structure tridimensionnelle par les 
ponts disulfure reliant les cystéines, les albumines 2S, en dépit de leur faible 
homologie de séquence, possèdent de très fortes homologies structurales.  
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Tableau 4 : caractéristiques des allergènes issus de la famille des albumines 2S. 
 
Bra j 1
Bra n 1
Sinapis alba                                           
(moutarde jaune)
Sin a 1             
(majeur)
Nom                     
(désignation)
Espèce végétale                         
(nom commun)
Structure 3D                           
(n° accès)
Bertholetia excelsa                                                 
(noix du bresil)
Brassica juncea                                            
(moutarde brune)
Brassica napus                                                       
(colza)
Brassica rapa                                                   
(navet)
Cicer arietinum                                               
(pois chiche)
Glycine max                                                      
(soja)
Gly m 2S             
(mineur)
Jug r 1             
(majeur)
Pru du 2S             
(majeur)
Ses i 2             
(majeur)
Fag e 10kD              
(majeur)
Fag e 16kD             
(majeur)
Ber e 1             
(majeur)
Bra j 1             
(majeur)
Bra n 1             
(majeur)
Bra r 1             
(majeur)
Cic a 2S             
(majeur)
Ara h 2                 
(majeur)
Ara h 6                  
(mineur)
Ana o 3             
(majeur)
Carya illinoinensis                                                    
(noix de pecan)
Ara h 7             
(mineur)
Car i 1
Anacardium occidentale                                                      
(noix de cajou)
Ric c 3                 
majeur
Ric c 1                     
majeur
Ses i 1                
majeur
Ricinus communis                                                                 
(ricin)
Fagopyrum esculetum                                                       
(sarrasin)
Sesamum indicum                                                          
(sesame)
Arachis hypogaea                                       
(arachide)
Helianthus annuus                                            
(tournesol)
Juglans nigra                            
(noix du noyer noir)
Juglans regia                                           
(noix commune)
Prunus dulcis                                                                      
(amande)
P15322 ND 14.2 (Menendez-Arias et al., 1988)
(Pantoja-Uceda et al., 2004; Thorpe et al., 1988)
ND Q9AUD1 ND 12.1
(Beyer et al., 2002; Moreno et al., 2005; Tai et al., 1999)
ND Q9XHP1 ND 12.5
ND P01089 1PSY 12
(Poltronieri et al., 2002)
ND P01089 ND 11.3 (Bashir et al., 1998; Thorpe et al., 1988)
ND P82944 ND 12
19 (Comstock et al., 2004; Robotham et al., 2002; Teuber et al., 
1998)ND P93198 ND 14
Jug n 1 ND Q7Y1C2 ND
(Lin et al., 2006)
SFA 8 ND P23110 1S6D 12.1 (Alcocer et al., 2002; Murtagh et al., 2003)
ND P19594 ND 14
(Matsumoto et al., 2004)
ND Q2PS07 ND 14.6 (Park et al., 2000; Tanaka et al., 2002)
ND Q8W3Y9 ND 10
15.4 (Barre et al., 2005)
ND - ND 20 (Vioque et al., 1999)
ND Q84XA9 ND
ND Q42473 ND 9.5-14.5
(Alcocer et al., 2002; Murtagh et al., 2003)
Sin a 1 P80207 ND 14.6
(Monsalve et al., 1993; Puumalainen et al., 2006)Sin a 1 P80208 ND 13.9
P04403 ND 12.2
(Koppelman et al., 2005)5)
ND Q9SQH1 ND 15.8 (Kleber-Janke et al., 1999; Monsalve et al., 1993)
Ara h 2 Q647G9 1W2Q 14.5
(Robotham et al., 2005; Teuber et al., 2002)
Ara h 6 Q6PSU2 ND 17.3 (Lehmann et al., 2006; Viquez et al., 2001)
- Q8H2B8 ND 12.6
Réactivité 
croisée
Sequence 
(n° accès)
Taille du
précurseur Ref.
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Des études de dichroïsme circulaire sur diverses albumines issues de la noix du Brésil, 
du tournesol (code PDB 1S6D) (Murtagh, Archer et al. 2003), de l’arachide  
(Lehmann, Schweimer et al. 2006) et du sésame (Moreno, Maldonado et al. 2005), ont 
démontré que les albumines 2S sont des protéines composées essentiellement d’hélices 
α (environ 50%). Certaines albumines 2S ont également fait l’objet d’études 
structurales par RMN (Ric c 1 code PDB : 1PSY ; Ara h 6 code PDB 1W2Q) et 
révèlent une conformation commune et compacte, composée de 5 hélices α, stabilisée 
par les 4 ponts disulfure (Pantoja-Uceda , Palomares et al, 2004 ; Lehmann, 
Schweimer, 2004). Elles possèdent également une région courte non structurée appelée 
région hypervariable, située entre les hélices 3 et 4, décrite comme une zone très 
antigénique des albumines 2S (Moreno et Clemente, 2008). 
expression, répartition, rôle des albumines 2S 
 
Ces protéines sont synthétisées dans le réticulum endoplasmique à partir duquel elles 
vont être ensuite transportées jusqu'à des structures vacuolaires qui vont se transformer 
par la suite en corps protéiques. Ces corps protéiques offrent à ces protéines une 
protection contre des mécanismes de dégradation pouvant se produire prématurément 
dans la cellule. Elles peuvent ainsi être stockées pendant des années jusqu'à la 
germination au cours de laquelle elles sont mobilisées pour fournir l’azote nécessaire 
au développement de la plantule. Ces protéines sont donc des constituants très 
importants des graines. Le mécanisme de maturation de ces protéines intervenant avant 
le stockage dans les corps protéiques s’exerce sur un précurseur protéique. Après 
formation des ponts disulfure reliant les cystéines reparties dans la séquence primaire, 
ce précurseur subit une protéolyse limitée au sein de la cellule qui aboutit à la 
formation de 2 sous unités appelées petite et grande sous unité ou β et α. La formation 
des ponts disulfure interchaines et intrachaines contribue au maintien de la structure 
tertiaire (Muntz 1998). Le fait que ces protéines soient codées par des familles 
multigéniques induit un taux de polymorphisme très important qui se traduit 
généralement par la présence d’un nombre plus ou moins important d’isoformes dans 
la graine mature. 
 
 29 
Ses i 1 Sesamum indicum
Ses i 2 Sesamum indicum
Ber e 1 Bertholletia excelsa
Hel a 2S Albumin Helianthus an
Ric c 1 Ricinus communis
Car i 1 Carya illinoensis
jug n 1 Juglans nigra
Jug r 1 Juglans regia
Ana o 3 Anacardium occidentale
Bra j 1 Brassica juncea
Bra j 1.0101 Brassica juncea
Bra n 1 Brassica napus
Sin a 1 Sinapis alba
Bra r 1 Brassica rapa
Fag e 10kD Fagopyrum esculentu
Fag e 15kD Fagopyrum esculentu
Gly m 2S albumin Glycine max
ara h 6 Arachis hypogeae
Ara h 2 Arachis hypogeae
 
 
Figure 3 :arbre phylogénétique des allergènes appartenant à la famille des 
albumines 2S 
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Albumines 2S = allergènes majeurs 
 
La famille des albumines 2S renferme de nombreux allergènes importants dont les 
premiers, Ric c 1 du ricin et Sin a 1 de la moutarde, ont été identifiés à la fin des 
années 80. On compte à l’heure actuelle 24 albumines 2S identifiées en tant 
qu’allergènes alimentaires, distribuées dans 18 espèces différentes (tableau 4 ). La 
plupart de ces allergènes sont décrits comme des allergènes majeurs ce qui démontre la 
forte capacité des albumines 2S à lier les IgE de patients allergiques. Afin de 
comprendre pourquoi les protéines de cette famille sont si souvent allergéniques, 
plusieurs études se sont orientées vers la résistance de ces protéines à l’action des 
protéases digestives. Bien que la notion de résistance ne soit pas toujours facile à 
déterminer, il semble que les albumines 2S qui, à l’image de Ses i 1 et Ber e 1, 
résistent jusqu’à 120 min à l’action des protéases,  soient des protéines résistantes à la 
protéolyse (Moreno, Maldonado et al. 2005). Cette résistance pourrait être le résultat 
d’une structure tridimensionnelle très compacte stabilisée par des ponts disulfure 
offrant un cœur protéique peu accessible. Le stockage des albumines 2S dans des corps 
protéiques confère également une protection majeure face aux attaques protéolytiques 
(Teuber, Sathe et al. 2002). Ces protéines pourraient ainsi être assimilées sous une 
forme active immunogène par les cellules intestinales, facilitant ainsi l’exposition au 
système immunitaire. Cette exposition sous forme active entraînerait une 
sensibilisation des individus ayant une prédisposition génétique ou l’activation de 
manifestations cliniques dans le cas d’une deuxième exposition d’une personne déjà 
sensibilisée. 
Les albumines 2S sont également décrites en tant que protéines thermorésistantes et 
stables en conditions acides. Les températures tolérées sont extrêmement élevées 
dépassant 100°C pour les albumines 2S de la noix du Brésil (Ber e 1) et du tournesol 
(SFA8) (Gonzalez-Perez, Vereijken et al. 2005). Ces caractéristiques leur assurent une 
bonne stabilité lors des procédés de transformation agroalimentaires qui leur permet de 
conserver leur allergénicité au sein des produits transformés à base de graines ou de 
fruits à coque. 
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5. réactions croisées entre fruits à coque et graines  
 
Le phénomène de réactivité croisée apparaît lorsque les IgE, initialement dirigées 
contre un allergène, reconnaissent et se lient à une protéine similaire d’origine 
différente. Deux allergènes sont donc croisant s’ils lient tous les deux les mêmes IgE. 
Les caractéristiques structurales sont un déterminant majeur de la réactivité croisée des 
allergènes. En effet, la reconnaissance croisée des IgE  est due à des similitudes de la 
structure tertiaire des protéines. Elle dépend de l’existence d’épitopes de conformation 
identique pour les deux allergènes. L’interaction avec un allergène croisant peut 
entraîner une réaction allergique chez un patient sensibilisé à un allergène voisin. Il 
s’agit alors d’une allergie croisée. Cependant la pertinence clinique résultant de 
multiples facteurs associés à la liaison entre les IgE et les allergènes (la quantité d’IgE 
synthétisés, l’affinité de liaison pour l’allergène, le polymorphisme des récepteurs 
FcεRI …) fait que dans bien des cas la réactivité croisée ne se traduit pas par des 
manifestations cliniques bien que les mécanismes de reconnaissance entre les IgE et 
l’allergène restent les mêmes. 
 
a. Sensibilisation croisée 
 
Les sensibilisations croisées entre arachide, fruits à coque et graines séchées sont très 
fréquentes. Dans une étude américaine réalisée sur des enfants souffrant d’allergies 
aux fruits à coque ou à l’arachide, les auteurs rapportent que 92% des patients 
présentent des IgE capables de lier les allergènes de plus d’un fruit à coque ou 
arachide et 37% ont déjà montré des réactions cliniques à plus d’un de ces aliments 
(Sicherer, Burks et al. 1998). Parmi les sensibilisations étudiées, des études 
démontrent des réactivités croisées entre l’arachide, l’amande, la noisette et la noix du 
Brésil. Ara h 2 semble être l’allergène incriminé dans l’arachide. Les similitudes 
structurales entre les albumines 2S, auxquelles appartient Ara h 2, pourraient être à 
l’origine de ces réactions croisées (de Leon, Drew et al. 2007). Les autres sous- 
familles de protéines de réserve possèdent également une structure conservée qui 
pourrait expliquer la présence d’épitopes communs à la surface de ces protéines. Sur la 
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base de cette conservation structurale des sous-familles de protéines de réserve, les 
vicillines exhibent des structures tridimensionnelles très comparables et la plupart des 
épitopes prédits ou identifiés semblent partager des séquences d’acides aminés et des 
conformations très similaires. Ceci pourrait comme dans le cas des albumines 2S 
donner lieu à des réactivités croisées entre l’arachide, la noix, la noisette et la noix de 
Cajou (Barre, Jacquet et al. 2007). Il est également fréquent d’observer des tests 
diagnostiques positifs pour plusieurs types de légumineuses chez un même patient 
(Sicherer, Furlong et al. 2001). Les travaux respectifs de Barnett et al et Bernhisel-
Broadbent et Sampson ont démontré des pourcentages de liaison des IgE à plus d’une 
légumineuse dans 38% et 79% des cas, avec en majorité, l’arachide, le pois chiche, le 
soja et le pois comme aliments incriminés. La réactivité croisée entre le soja et 
l’arachide a d’ailleurs été décrite plusieurs fois. Il semblerait que Ara h 3 et la 
glycinine du soja soient en cause (Barnett, Bonham et al. 1987; Bernhisel-Broadbent 
and Sampson 1989; Magni, Ballabio et al. 2005). 
 
b. Allergies croisées 
 
Plusieurs méthodes permettent de poser un diagnostic d’allergie (interrogatoire, prick 
tests, RASTs…) mais aucune ne permet véritablement de différencier une allergie 
croisée d’une sensibilisation multiple. Les études comprenant un test de provocation 
orale apportent quelques informations sur l’éventualité d’allergies croisées. Bien qu’il 
soit difficile d’évaluer, par cette méthode, le nombre d’allergies croisées dues aux 
fruits à coque et à l’arachide (en raison de la gravité des réactions qu’elles peuvent 
provoquer) il existerait une allergie croisée entre l’arachide et les fruits à coque chez 
un patient sur cinq atteints d’allergies à l’un ou l’autre. En raison de la sévérité des 
symptômes et du fort risque d’exposition à des allergènes masqués dans des 
préparations alimentaires, l’éviction des fruits à coque ou de l’arachide chez des sujets 
allergiques à l’un d’entre eux est très souvent conseillée (Sicherer, Burks et al. 1998). 
En revanche plusieurs études ont été menées pour déterminer la prévalence des 
allergies croisées induites par les allergènes de la famille des légumineuses. En dépit 
d’un fort taux de sensibilisations croisées au sein de cette famille de protéines, les 
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réactions croisées demeurent relativement rares sur le plan clinique. Seulement 0,8 à 
3% des enfants diagnostiqués réagissent à la fois à l’arachide et au soja et environ 5% 
ont un résultat positif à plus d’un type de légumineuses (Sampson and McCaskill 
1985; Bernhisel-Broadbent and Sampson 1989; Bock and Atkins 1989). L’éviction de 
l’ensemble des légumineuses du régime des patients allergiques à l’une d’entre elles ne 
semble donc pas nécessaire. 
 
6. L’allergie à la noix 
  
Souvent répertoriée dans le classement de tête des fruits à coque à l’origine d’allergies, 
la noix représente un aliment déclencheur d’allergies important. 
Le terme de fruits à coque désigne l’ensemble des fruits nantis d’une coque solide et 
imperméable ; le mot noix quant à lui désigne spécifiquement le fruit du noyer. 
Toutefois sous l’influence de la langue anglaise, où le terme générique est « nut » 
d’autres fruits à coque portent la dénomination commune de noix dont ils sont pourtant 
parfois botaniquement éloignés. La noix est donc un fruit à coque, appartenant à la 
famille des Juglandacées.  
Les noix ont une composition bien particulière qui se démarque des autres fruits par 
une exceptionnelle richesse en lipides, estimée à plus de 70%. 
La production de noix, qui s’élève à 1,5 millions de tonnes se situe au deuxième rang 
mondial, derrière l’amande, dans la production des fruits à coque (Sze tao and Sathe, 
2000). Les quatre pays plus gros producteurs sont la Chine avec en 2005, 499 milliers 
de tonnes suivie par les Etats unis (321 milliers de tonnes), l’Iran (150) et la Turquie 
(150).  
 
Il existe 3 espèces majeures de noyer, Juglans regia, J. nigra et J. cinerea. Plusieurs 
espèces supplémentaires existent : J. major, J. californica, J. cathayensis, J. hindisii, J. 
rupestris, J. mandshurica, J. sieboldiana, J. microcarpa, J. ailantifolia. L’allergénicité 
des 3 espèces majeures de noix a été testée afin de vérifier, comme cela avait été fait 
pour le soja et l’arachide, s’il existait des espèces moins allergèniques (Yaklich, Helm 
et al. 1999; Koppelman, Vlooswijk et al. 2001). Les comparaisons ont montré que ces 
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trois espèces possèdent des protéines reconnues par les IgE et qu’aucune d’entre elles 
ne se démarque par une allergénicite moindre. En revanche le risque de réactions 
croisées entre ces espèces est très élevé, notamment entre J. regia et J. nigra 
(Comstock, McGranahan et al. 2004). 
La noix est un fruit à coque largement associé aux réactions allergiques alimentaires. 
Dans des enquêtes téléphoniques conduites par le réseau allergie alimentaire et 
anaphylaxies (FAAN) aux Etats unis, l’allergie à la noix est la plus fréquemment citée 
après l’allergie à l’arachide. Les résultats montrent que 34 % des personnes interrogées 
rapportent une réaction allergique après ingestion de noix. Les réactions allergiques à 
la noix sont comme les réactions induites par l’ensemble des fruits à coque, sévères 
(parfois mortelles), rapides et s’intensifiant avec l’âge du patient. 
Depuis 1994-1995, sa consommation mondiale a augmenté d’un peu plus de 45 000 t. 
Leur rôle dans la réduction du risque de maladies cardiovasculaire a été pour la 
première fois démontré en 1992 et plusieurs fois confirmé depuis. Leur consommation 
même modérée est également corrélée à la diminution des risques de diabètes et de 
cancer (King, Rechkemmer et al. 2008). Du fait de la promotion des noix en tant que 
composants d’un régime alimentaire sain, en raison de la présence d’acides gras poly 
insaturés et d’agents antioxydants, la consommation ainsi que l’addition de noix dans 
la fabrication d’aliments devrait vraisemblablement continuer son ascension. Cette 
augmentation pourrait à terme poser des problèmes pour les personnes souffrant de 
réactions allergiques modérées ou sévères aux noix. Des progrès restent donc à réaliser 
en matière de détection des noix dans les produits alimentaires, par des méthodes 
d’ELISA comme celle rapportée dans les travaux de Doi et al (Doi, Touhata et al. 
2008), d’étiquetage des produits transformés (la noix figure dans la liste, crée par une 
directive européenne 2003/89, des 12 aliments devant être identifiés sur les étiquettes) 
afin d’éviter une augmentation de la population sensibilisée à cet allergène. 
A l’heure actuelle, on a identifié 5 allergènes connus de la noix, dénommés selon la 
nomenclature adoptée par l’OMS et l’Union Internationale des Sociétés 
d’Immunologie (IUIS) par les 3 premières lettres du nom de genre suivies de la 
première de l’espèce Juglans regia (selon Linné) et des numéros correspondant à la 
chronologie de leur découverte : Jug r 1, 2, 3 et 4. Les protéines allergènes de noix Jug 
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r 1, 2 et 4 ont été identifié en 1998, 1999 et 2006, par l’équipe américaine du Pr 
Teuber, par criblage d’une banque d’ADN complémentaire (Teuber, Dandekar et al. 
1998; Wallowitz, Peterson et al. 2006). Jug r 1 est décrit, dans cet article, comme une 
petite protéine de 14kD appartenant à la famille des albumines 2S reconnue par 75% 
des sérums testés (16). Jug r 2 (47 kD) appartient à la famille des vicillines et est 
reconnue par 60% des sérums testés (15), Jug r 4 (58.1 kD) est une légumine 
appartenant à la famille des globulines comme Ara h 3. Jug r 3 (9kD) reconnue par 
78% des sérums testés (46) n’est pas, à la différence des autres allergènes, une protéine 
de réserve mais une protéine de transfert de lipides (LTP). La réaction allergique 
induite par Jug r 3 est indépendante de la sensibilisation au pollen mais il existe des 
cas de réactivité croisée entre Jug r 3 et la LTP de pêche, pour lesquels la pêche serait 
l’agent sensibilisant (Pastorello, Farioli et al. 2004).  
 Selon la définition actuelle des allergènes majeurs et mineurs, qui veut qu’un 
allergène soit majeur s’il est reconnu par au moins 50% des sérums de patients 
allergiques testés, Jug r 1 et Jug r 2 sont donc des allergènes majeurs de la noix au sein 
de la population américaine alors que Jug r 3 constitue l’allergène majeur au sein de la 
population italienne.  
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II. Objectifs de thèse 
 
Différents objectifs ont été définis afin de réaliser une caractérisation 
biochimique, structurale et immunologique détaillée de l’albumine 2S de la noix, Jug r 
1, en tant qu’allergène majeur d’un fruit à coque. Les objectifs de ce travail ont donc 
été  1) de produire l’albumine 2S de noix recombinante identique structurellement et 
immunologiquement à la protéine native afin de pouvoir utiliser cette dernière dans le 
diagnostic des allergies aux fruits à coque et dans un futur proche éventuellement en 
thérapeutique après modification des sites épitopiques (hypoallergènes utilisables en 
désensibilisation)       2) d’identifier et de caractériser les zones épitopiques en surface 
de la 2S albumine de la noix afin de définir le support moléculaire de la 
reconnaissance de cet allergène par les IgE ainsi que les bases moléculaires des 
réactions croisées observées entre les divers allergènes de cette famille,   3)  identifier 
les réactivités croisées entre Jug r 1 et d’autres protéines de graines et fruits à coque 
afin de prédire l’implication possible des albumines 2S dans les phénomènes 
d’allergies croisées              4)  caractériser la résistance de l’albumine 2S de noix à la 
digestion enzymatique et à la dénaturation thermique   5) étudier la localisation 
tissulaire et cellulaire de cette protéine au sein de la graine. 
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I. Clonage de Jug r 1 
1.  Extraction des ARN 
 
50mg de graines de noix sont réduits en poudre dans un mortier après congélation dans 
l’azote liquide. Après addition de 600µL de tampon de lyse contenant 4M 
d'isothiocyanate de guanidine, 0.2M d'acétate de sodium (pH 5.0), 25mM EDTA, 2.5% 
(m/v) PVP-40 et 1% (v/v) de β-mercaptoéthanol (ajouté extemporanément), 
l’échantillon est agité vigoureusement. Le lysat est ensuite déposé sur les colonnes 
QIAshredder (Qiagen©), après addition de 2% sarkosyl (v/v) et une incubation à 70°C 
pendant 10 minutes. Le protocole suivi est alors celui du fournisseur (Qiagen RNeasy® 
plant mini-kit). Après une première centrifugation de 2 minutes à 15000 x g, le filtrat 
est repris avec 0,5 vol. d’éthanol 100% puis centrifugé 15 secondes à 8000 x g. Le 
filtrat est ensuite éliminé. A la fin de cette étape, un lavage réalisé à l’aide de 700 µl de 
tampon RW1® précède l’action de la DNase ajoutée sous forme de mélange de 10µl 
d’enzyme et 70 µl de tampon RDD®. La colonne est à nouveau lavée avec 700 µl de 
tampon RW1® suivi d’une 3ème centrifugation de 15 sec à 8000 x g. Le filtrat est 
éliminé. L’élution des ARN s’effectue dans une dernière colonne, préalablement 
équilibrée dans le tampon RPE®, par ajout de 50 µl d’eau stérile accompagné d’une 
centrifugation pendant 1 min à 8000 x g. La pureté des ARN est alors estimée par 
électrophorèse sur gel d’agarose et calcul du rapport des absorbances à 260nm et 
280nm. 
2.  Production des ADNc par RT-PCR 
 
Le protocole suivi est celui du kit « SuperScript » (Invitrogen®). Un mélange 
contenant 0.5 à 1µg d’ARN issus de l’extraction, 0.5 mM de dNTP ainsi que 50ng 
d’hexamères aléatoires, est incubé à 65°C pendant 3 minutes puis refroidi sur glace 
pendant 5 minutes. A ce mélange est ajoutée la solution de reverse transcription 
composée de 4µL de Tampon 5x [100mM Tris-HCl (pH 8.4)], 40 unités de 
Recombinant Ribonuclease Inhibitor, 10mM de DTT, 50 unités de Reverse-
Transcriptase « SuperScript II RT », H2O qsp 20µL. Après 10 minutes d’incubation à 
25°C dans un thermocycleur, l’extrait est chauffé 50 minutes à 42°C puis 15 minutes à  
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Figure 4 : Principe de la technologie de clonage Gateway® 
 
Le gène est cloné en utilisant des amorces permettant d'ajouter les boîtes de 
recombinaison attB en 5' et en 3'. Les différents vecteurs utilisés sont obtenus ensuite 
par recombinaison entre attB et attP (réaction B-P) et attL et attR (réaction L-R).  
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70°C.  Les produits sont alors conservés sur glace pour une amplification spécifique du 
gène par PCR. 
 
3.  Clonage du gène d’intérêt par la méthode Gateway 
 
a. Principe de la technologie Gateway  
 
Certains inconvénients rencontrés lors de clonages « classiques » (utilisation 
d'enzymes de restriction, digestion de produits PCR avant clonage, mauvaises 
insertions de gènes dans les plasmides) ont conduit, en 2000, à la création d'une 
technologie de clonage directionnel appelée « technologie Gateway » 
(Invitrogen©)(Hartley, Temple et al. 2000). Cette technologie est une méthode de 
clonage par recombinaison in vitro qui utilise la capacité d'intégration et d'excision, 
site-spécifique, du bactériophage λ dans le génome d'E. coli. Ces réactions sont 
médiées par des enzymes « recombinases » de la famille des λ intégrases qui 
catalysent un échange réciproque d'ADN double-brin entre deux sites de séquences 
nucléiques spécifiques. Son principe, très simple d'utilisation, est représenté sur la 
figure 3. Il permet le clonage d'un insert sans aucune digestion enzymatique. De plus, 
un seul séquençage est nécessaire lors du clonage et les vecteurs d'expression 
commercialisés permettent un large choix de stratégies d'expression et de purification 
des protéines recombinantes. Des « adaptateurs » sont générés en 5’ et en 3’ du gène 
d’intérêt par PCR. Ces adaptateurs (nommés attB1 et attB2), permettront par 
recombinaison l’insertion du gène dans un plasmide donneur (possédant les sites attP1 
et attP2). Le plasmide ainsi crée, appelé « plasmide d’entrée ou pEntry », possédera 
alors les sites attL1 et attL2. Ce plasmide sera ensuite recombiné avec autant de 
plasmides de destination contenant les sites attR1 et attR2 que de constructions 
désirées (production de protéine de fusion, étiquette Histidine…). (figure 4) 
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b. Choix des différentes amorces 
 
Les réactions de PCR sont réalisées avec la Pfu (Pyrococcus furiosus) DNA 
Polymérase (Promega©). Le couple d’amorce utilisé, permettant le clonage de Jug r1 
est le suivant : 
 
• ALBUMINE 2S de noix, sans peptide signal (Jug r 1) 
Amorce 5’ (sens) : 5’- ATG GAG ATC GAC GAG GAC AT - 3’ 
Amorce 3’ (anti-sens) : 5’- CTA GAA CCA GCT TCT GCG AA - 3’ 
PCR 1
Albumine 2S CTG GGT CGA AAG AACGTT CTG TTC CAG GGG CCC
PCR 2
Site coupure précision protéase
Albumine 2S CTG GGT CGA AAG AACGTT CTG TTC CAG GGG CCC ATG TTT CAC CAG GGGAA AAA GCA GGC TTC CTG GAAGGGGACAAGTTTGTACA
Albumine 2S CTG GGT CGA AAG AACGTT CTG TTC CAG GGG CCC ATG TTT CAC CAG GGGAA AAA GCA GGC TTC CTG GAA
PCR 3
Att B1 Att B2 
Albumine 2S
 
figure 5 : Séquence obtenue après addition des adaptateurs par PCR successives 
 
c. Construction des adaptateurs pour le clonage sans peptide signal 
 
Pour ce clonage, le site de coupure à la Prescission Protéase a été rajouté et les 
nucléotides codant pour les acides aminés retrouvés dans le peptide signal n'ont pas été 
inclus dans le gène. Deux étapes de PCR suffisent donc pour construire les adaptateurs 
contenant les boîtes attB1 et attB2 permettant l’utilisation du clonage en système 
Gateway. (figure 5) 
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• Jug r 1, sans peptide signal 
 
PCR n°1 
Amorce 5’ (sens) : 
 5’- GTTCTGTTCCAGGGGCCCATGGAGATCGACGAGGACAT -3’ 
Amorce 3’ (anti-sens) :  
5’-CAAGAAAGCTGGGTCCTAGAACCAGCTTCTGCGAA -3’ 
 
PCR n°2  permettant l’ajout du site de coupure à la preScission protease. 
Amorce 5’ (sens) : 
 5’- AAAAAGCAGGCTTCCTGGAAGTTCTGTTCCAGGGGCCC - 3’ 
Amorce 3’ (anti-sens) :  
5’-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC-3’ 
 
PCR n°3  
Amorce 5’ (sens) : 5’- GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC -3’ 
Amorce 3’ (anti-sens) : 5’-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC-3’ 
d. Choix des vecteurs pour la réaction BP 
 
Le gène d’intérêt associé aux adaptateurs attB1 et attB2 est ensuite recombiné avec le 
plasmide donneur pDONR201 ou pDONR207 (figure 6). La recombinaison « BP » 
s’effectue à température ambiante pendant la nuit, en présence de 100ng de vecteur 
pDONR, 1µL de produit PCR, 2µL de tampon BP (5x), 4µL de tampon TE (10mM 
Tris, 1mM EDTA à pH 8) et 2µL de BP clonase (Invitrogen©). Après une nuit de 
recombinaison, la BP clonase est inactivée par addition de 1µL de protéinase K et la 
solution est incubée 10 minutes à 37°C au bain agitant. Des bactéries DH5α  
(Invitrogen©) sont ensuite transformées avec le produit de la réaction BP et mises en 
culture dans des boîtes de Pétri contenant du LB-Agar additionné de 50µg/mL de 
kanamycine. Cet antibiotique permet la sélection des plasmides correctement 
recombinés.  Les clones positifs contiennent le plasmide nouvellement crée : le « 
pEntry ». Les transformants contenant le plasmide non recombiné ne sont plus capable 
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Expression Clone/pTH19susanne/pDONR201/Jug r 1 Gateway
6150 bp
attB1
attB2
T7 promoter
RBS
T7 terminator
Lac operator
Hisx6
Trombin site BamHI (30)
ClaI (327)
EcoRI (351)
HindIII (320)
PstI (1107)
AvaI (25)
AvaI (3287)
NcoI (5668)
NcoI (5785)
ApaLI (677)
ApaLI (1923)
ApaLI (2423)
ApaLI (4861)
de croître du fait de la présence de la cassette toxique ccdB sur le pDONR codant pour 
une protéine qui interfère avec la DNA girase des bactéries, empêchant ainsi leur 
développement. Une étape supplémentaire de sélection sur boites complémentées en 
chloramphénicol est réalisée et les clones ainsi sélectionnés (résistants à la kanamycine 
et sensibles au chloramphénicol) sont ensuite séquencés. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6 :  Carte des plasmides pDONR 201 (Invitrogen)  et pTH19. 
 
Les différents sites de coupure des enzymes de restriction sont indiqués. Les sites attP1 
/ attP2  et attR1 / attR2 permettent le clonage directionnel en système Gateway sont 
indiqués par des flèches vertes. Entre ces sites, la cassette ccdB, toxique pour les 
bactéries DH5α, contient également un gène codant pour une résistance au 
chloramphénicol. 
Dans le pTH19, le gène d'intérêt, inséré entre les sites de recombinaison, est alors sous 
le contrôle du promoteur fort T7. 
pDONR201
4470 bp
ccdB
Cm(R)
Kan(R)
pDONRT201 forward primer
pDONRT201 reverse primer
rrnB T1 transcription terminator
rrnB T2 transcription terminator
attP1
attP2
BamHI (1595)
EcoRI (2048)
NcoI (1747)
Sma I (1181)
XmaI (1179)
ApaLI (1148)
ApaLI (4151)
Ava I (323)
Ava I (1179)
PstI (930)
PstI (2759)
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e. Choix des vecteurs pour la réaction LR 
 
Lorsqu’un clone a été séquencé avec succès, la réaction LR est lancée. Le choix du 
plasmide de destination a été opéré sur le vecteur pTH19. Il possède un promoteur fort 
T7 inductible à l’IPTG pour une surexpression en système procaryote ainsi qu’une 
séquence codant pour un tag 6His en N-terminal afin de faciliter la purification.  La 
réaction LR, comme la réaction BP, se déroule sur la nuit en présence de 50 ng de 
plasmide de destination (pTH19) (figure 6), 50 ng de pEntry, 1µL de tampon LR (5x), 
2µL de TE à pH 8 et 1µL de LR clonase. Après une nuit de recombinaison, la LR 
clonase est inactivée par addition de 1µL de protéinase K suivi d’une incubation de 10 
minutes à 37°C. Des bactéries DH5α (Invitrogen©) sont ensuite transformées avec le 
produit de la réaction LR et mises en culture dans des boîtes de Pétri contenant du LB-
Agar additionné de 50µg/mL d'ampicilline afin de sélectionner les plasmides 
correctement recombinés. Une étape supplémentaire de sélection sur boites 
complémentées en chloramphénicol et kanamycine est réalisée. Les clones sensibles à 
ces deux derniers antibiotiques et résistants à l'ampicilline sont alors digérés avec des 
enzymes de restriction afin de vérifier l’insertion correcte du gène d’intérêt grâce aux 
tailles des fragments obtenus après digestion.  Afin d’exprimer et de produire la 
protéine d’intérêt en système hétérologue, les plasmides d’expression sont transformés 
dans diverses souches de bactéries compétentes afin de définir la plus adéquate (E coli 
BL21 (DE3) ; E coli BL21 (plys S) ; E coli BL21 (rosetta gami)). 
 
4. Surexpression de Jug r 1  recombinante 
 
Après une nuit de pré-culture à 37°C sous agitation (220 rpm) en présence de 
100µg/mL d’ampicilline, les cultures bactériennes sont diluées dans du milieu LB frais 
additionné d’ampicilline (100µg/ml) afin d’obtenir une DO600nm =0,1. Après environ 
1h30 de culture à 37°C, les bactéries se trouvent en phase exponentielle de croissance 
(DO600nm ~ 0,5 à 0,7). 1mM d’IPTG est alors ajouté et l’induction est maintenue 2h à 
37°C sous agitation. Les cultures sont ensuite centrifugées 10min à 7000g à 4°C et les 
culots ainsi obtenus sont conservés à -20°C pour une lyse ultérieure.  
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5. Purification de Jug r 1  recombinante 
 
La purification de rJug r 1 additionnée du tag 6His est réalisée en 2 etapes de 
chromatographie d’affinité. La première étape correspond à une chromatographie de 
type IMAC et est suivie d’une chromatographie sur colonne d’héparine. 
 
a. Principe de la chromatographie d’affinité IMAC (Immobilized-Metal 
Affinity Chromatography) et heparine  
 
La chromatographie d’affinité est une méthode de chromatographie basée sur la 
spécificité de liaison existant entre une molécule fixée sur un support inerte et la 
molécule d’intérêt présente au sein du mélange à séparer. De nombreux types 
d’affinité peuvent être utilisés pour ce type de colonne (anticorps/antigène, 
enzyme/substrat, hormone/récepteur…). La chromatographie de type IMAC, fait appel 
à l'immobilisation, sur résine, d'un atome métallique divalent comme le nickel ou le 
cobalt. Cet atome immobilisé peut établir des liens de coordination avec les atomes 
d’azote du cycle de la chaîne latérale des résidus d’histidines. Le nickel, très 
fréquemment utilisé, possède, en effet, six liens de coordination, quatre sont sollicités 
par l’acide nitrioacetique (NTA) pour la fixation de l’ion sur le support solide et les 
deux autres permettent d’interagir avec les atomes d’azote présents sur le cycle de la 
chaîne latérale des résidus histidines. L'étiquette 6-His est justement ajoutée aux 
protéines pour que ces dernières soient plus facilement purifiées par chromatographie 
d'affinité pour le métal. L’élution de ce type de chromatographie peut être réalisée soit 
par compétition à l’aide d’un composé a structure cyclique proche de l’histidine, 
l'imidazole, soit par une diminution de pH entraînant la réduction des résidus histidine 
et ainsi une incapacité à lier le nickel. 
La chromatographie d’affinité pour l’héparine est une technique fréquemment utilisée 
pour purifier des protéines se liant à l’ADN ou encore des facteurs de croissance. 
L’héparine ou Acide L-iduronique-2-O-sulfate (α1-4) D-glucosamine-N-sulfate, 6-O-
sulfate (α1-4) appartient aux glycosaminoglycannes (GAG). C’est une molécule au 
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pouvoir anticoagulant fort présente dans les tissus conjonctifs chez les animaux. Ces 
colonnes (hitrap heparin®, GE healthcare) possèdent deux modes d’interactions avec 
les protéines. En effet, l’héparine peut se comporter comme un ligand mais peut 
également fournir une forte capacité d’échange de cations du a la présence sur sa 
structure de nombreux groupements sulfate (SO3-), et permettre ainsi une séparation 
par échange d’ions. 
b. Protocole 
 
Les culots bactériens sont repris, avec un ratio w/v de 1/5, dans du tampon de fixation 
[NaH2PO4 20 mM , 500 mM NaCl, 45 mM imidazole pH 7.4] auquel a été rajouté 10 
mM MgCl2 , 3. 10-3 mg/ml DNase, 2.10-1 mg/ml  lysozyme, et les inhibiteurs de 
protéases (laboratoires ROCHE). La solution est laissée pendant 30 minutes dans la 
glace puis lysée par deux passages successifs en presse de French. Les lysats sont 
ensuite chauffés pendant 10 minutes à 60°C puis clarifiés par centrifugation à 48000 x 
g pendant 20 minutes à 4°C. Les surnageants dilués dans du tampon de fixation sont 
mis en contact avec la phase NI-NTA (GE Healthcare) pendant 1h sous agitation à 4°C  
afin de limiter l’activité des protéases. L’élution est réalisée, après lavage de la phase, 
par addition de 20 ml du tampon de fixation complémenté de 500 mM d’imidazole. 
Les fractions recueillies sont rassemblées et dosées. 1mM d’EDTA, 1mM de DTT et 2 
U de PreScission protease (GE healthcare) pour 100 µg de protéines sont ajoutés. 
L’action de l’enzyme s’effectue à 4°C, sous agitation pendant toute une nuit. La 
solution contenant rJug r 1 débarrassée du tag his est ensuite diluée dix fois dans un 
tampon Phosphate 10mM, pH 7 puis fixée sur colonne hitrap heparine, à l’aide du 
système de chromatographie AKTA® (GE Healthcare) pendant toute une nuit. Après 
lavage de la colonne par passage de dix volumes de colonne de tampon phosphate 10 
mM, pH 7 la protéine est éluée dans un tampon Tris-HCl 10 mM, pH 7 à une 
concentration NaCl de 300 mM.  
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II. Production d’anticorps polyclonaux chez le lapin 
 
1. Production d’anticorps polyclonaux à partir de la protéine purifiée 
 
Les anticorps polyclonaux reconnaissant Jug r 1 ont été obtenus après injections 
répétées chez des lapins de 400µl d’une solution protéique de Jug r 1 recombinante 
[150µg/ml] émulsionnés avec 400µL d'adjuvant de Freund complet (Calbiochem) en 
condition stérile. Les injections ont été répétées tous les 10 jours pendant 3 mois. Un 
prélèvement sanguin a été effectué après 1 mois d’injection, afin de vérifier la 
production d'IgG contre la protéine ainsi que sa spécificité par double diffusion en gel 
d'agarose (méthode d'Ouchterlony) et Western blot. Le sang récupéré lors du dernier 
prélèvement est laissé 24h a température ambiante provoquant la coagulation des 
hématies et ainsi la séparation du sérum des cellules sanguines. Les antisérums sont 
ensuite aliquotés et stockés à –20°C. 
 
2. Double diffusion en gel d’agarose (méthode d’Ouchterlony) 
 
a. Principe 
 
Afin de visualiser, au fur et à mesure des injections, la production d'IgG de lapin 
reconnaissant la protéine purifiée, la méthode de double-diffusion en gel d'agarose 
(méthode dite « d'Ouchterlony ») a été utilisée. Cette méthode d'immunoprécipitation 
est fondée sur la diffusion d’antigènes et d’anticorps en milieu solide (en général un 
gel d’agarose) à partir de puits placés en vis-à-vis. Lorsque les molécules d'anticorps 
rencontrent les molécules d'antigènes, la liaison antigène/anticorps conduit à la 
précipitation des complexes immuns dans la zone de rencontre. Le précipité se forme 
dans la zone où les concentrations des deux solutions sont optimales pour que la 
quantité d’anticorps sature les sites antigéniques, c'est à dire la zone d’équivalence. 
Les précipités se présentent sous la forme d’un arc blanchâtre visible à l’œil nu avant 
même la coloration. La méthode d’Ouchterlony peut être utilisée notamment pour 
détecter la présence d’anticorps spécifiques dans un sérum, pour mettre en évidence un 
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antigène donné dans un liquide biologique, pour déterminer la zone d'équivalence ou 
pour évaluer le degré d'identité (nul, total ou partiel) entre différents antigènes. En cas 
de réaction positive, d'autres techniques plus sensibles d'évaluation du taux d'IgE ont 
été mises en oeuvre: immuno-empreintes (Western blots) et dosage ELISA. 
 
b. Expérience 
 
Des lames porte-objet sont nettoyées soigneusement avec un mélange éthanol / acide 
acétique et séchées. Une solution à 1% agarose (m/v) dans un tampon PBS est 
chauffée jusqu'à dissolution de l'agarose puis filtrée sur coton hydrophile. L'agarose est 
alors distribué sur les lames à raison de 4mL par lame en veillant bien à la parfaite 
horizontalité du plan de travail. Après 10min de refroidissement à température 
ambiante, des puits sont percés avec un emporte-pièce. Les différentes solutions 
d'anticorps et d'antigènes sont distribuées dans les puits à raison de 10µl par puits. Les 
lames sont incubées à température ambiante dans une enceinte humidifiée par du 
papier filtre imprégné d'eau. Les lames sont ensuite lavées abondamment pendant 48h  
avec du sérum physiologique (NaCl 9‰), en changeant le bain régulièrement. Au bout 
des 2 jours, les bains sont remplacés par de l'eau UHQ renouvelée plusieurs fois durant 
72h. Les gels sont ensuite séchés sur plaque à 37°C pendant 12 h avec un papier 3M 
déposé en surface permettant l’absorption du liquide présent dans le gel. La coloration 
est réalisée dans une solution de noir amide (0,5% amido black, 7% TCA) pendant 30 
minutes suivie d’une décoloration dans une solution de TCA 0,3%. 
 
III. Extraction et purification de jug r1 native 
  
1. Extraction des protéines  
 
Les noix sont décortiquées et pelées afin d’éliminer le tégument, fine pellicule 
présente en surface des graines, riche en tanins et pouvant être à l’origine de la 
précipitation des protéines contenues dans la graine. Les noix sont ensuite broyées à 
l’aide d’un moulin électrique jusqu'à obtention d’un broyat homogène. Celui ci est 
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ensuite mis en présence d’éther de pétrole afin d’éliminer toute présence de lipides, qui 
constituent jusqu’à 70% du poids les graines. L’éther de pétrole, ayant entraîné les 
lipides, est éliminé et l’opération est renouvelée jusqu'à limpidité de l’éther de pétrole. 
La poudre ainsi obtenue est mise à sécher à l’air libre pendant 48h. L’extrait protéique 
brut de noix est  obtenu par resuspension de la farine 1/10 (w/v) dans le tampon 
d'extraction (20mM Tris pH 7.5, 150mM NaCl, 2mM EDTA). Après agitation 
continue pendant une nuit à 4°C, une étape de centrifugation (16000 x g, 20 minutes, 
4°C) permet l’élimination des débris et ainsi de récupérer un surnageant limpide. 
Celui-ci est alors dialysé 3 jours contre de l'eau milli-Q dans un boudin de dialyse 
(seuil de coupure 3500Da) afin d’éliminer par précipitation les protéines insolubles 
dans l’eau telles que les protéines appartenant à la famille des vicillines présentes à 
forte concentration dans les graines. A la fin de l’étape de dialyse, le surnageant est 
filtré sur papier filtre puis centrifugé dans les mêmes conditions que précédemment. 
Les extraits protéiques sont alors dosés (dosage Bradford) puis congelés à –20°C. 
 
2. Dosage des protéines par la méthode de Bradford 
a. Principe  
 
La méthode de Bradford est une méthode de dosage colorimétrique des protéines. 
Elle présente l’intérêt de posséder une très grande sensibilité (0,2 - 20 µg de 
protéines), d’être rapide et peu sensible à la nature des tampons. La méthode est 
basée sur la fixation du bleu de Coomassie aux résidus d’arginine, de tyrosine, de 
tryptophane, d’histidine et de phénylalanine qui entraîne la formation d’un 
complexe bleu mesuré à la densité optique de 570-600 nm. Cette méthode 
s’applique aussi bien pour des mélanges complexes que pour des protéines 
purifiées. 
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b. Protocole 
 
Les dosages protéiques sont réalisés sur plaque à fond plat de 96 puits. La réaction 
consiste à mettre en contact un volume de 25, 10 ou 5µl d’échantillon ou de 
standards, selon la sensibilité souhaitée, avec respectivement 250, 300 ou 250 µl de 
réactif (Coo protein assay®, Uptima). Les plaques sont enfin lues à l’aide d’un 
spectrophotomètre à la longueur d’onde de 595 nm. 
3. Analyses electrophoretiques en conditions dénaturantes des extraits 
bruts de graines 
 
Afin de vérifier la qualité des extraits bruts, la bonne purification des protéines, mais 
aussi d'effectuer des immuno-révélations (Western Blot), des gels de polyacrylamide 
en conditions dénaturantes sont réalisés. Les électrophorèses sont réalisées dans des 
gels plans de porosité constante de 15% d’acrylamide/bis-acrylamide. Ce maillage 
permet de bien séparer les protéines de faible poids moléculaire comme les albumines 
2S (environ 14 kDa). Les gels sont constitués d’une gel de séparation [acrylamide 
15%, bis-acrylamide 0.4%, tris-HCl 0.125 M pH 8.8, SDS 0.1 %] et d’un gel de 
concentration [acrylamide 4.8%, bis-acrylamide 0.3%, tris-HCl 0.375 M pH 6.8, SDS 
0.1 %]. La migration se déroule à voltage constant de 100 V pendant environ 1h30. 
Les protéines sont ensuite révélées, selon leur concentration, par coloration au bleu de 
Coomassie ou au nitrate d’argent. 
 
4. Caractérisation de Jug r 1 par spectrométrie de masse MALDI-TOF 
 
a. Principe  
 
Le spectromètre de masse est composé d’une source d'ionisation suivie d'un ou 
plusieurs analyseurs qui séparent les ions produits selon leur rapport m/z, d'un 
détecteur qui compte les ions et amplifie le signal, et enfin d'un système informatique 
pour traiter le signal (figure 4). L’association d’une source, d’un analyseur et d’un 
détecteur induit la possibilité d’une grande variété d’appareils. L’ionisation de type
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Figure 7 : Principe général de la technique MALDI TOF 
 
Au niveau de la source, les molécules sont volatilisées et ionisées après l'impact 
laser sur les cocristaux de matrice et d'analyte. Les ions sont accélérés par un 
champ électrique uniforme puis traversent une région libre de champ, le tube de 
vol, avec une vitesse constante qui sera inversement proportionnelle au rapport 
m/z. Ainsi, les ions les plus chargés et les plus légers vont atteindre le détecteur les 
premiers.
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MALDI (Matrix-Assisted Laser Désorption/Ionisation) est un  type d’ionisation douce 
très utilisé dans l’analyse des protéines. L'ionisation est provoquée par un faisceau 
laser. Les produits à analyser sont dissous dans une matrice qui possède une forte 
absorption à la longueur d’onde du laser utilisé, et va ainsi pouvoir transmettre 
l’énergie du laser aux analytes à ioniser. L’irradiation du mélange par le laser va 
provoquer le dépôt d’énergie dans la phase condensée par excitation électronique des 
molécules de la matrice. Il y a alors formation d’un plasma et les ions sont désorbés 
par transfert de protons entre la matrice photoexcitée et la substance analysée. Cette 
technique permet donc le passage de molécules solides du mélange 
matrice/échantillon, déposé sur une plaque en métal, sous forme d'ions à l'état gazeux. 
Le choix de la matrice est très important, il va dépendre du laser utilisé, mais aussi du 
composé à analyser. Les plus couramment utilisées pour l’analyse des protéines et des 
peptides sont l’acide 2,5-dihydroxybenzoique (2,5-DHB) et les dérivés de l’acide 
cinnamique, comme l’acide férulique, l’acide sinapinique et l’acide α-cyano- 4-
hydroxycinnamique. Lorsque les ions sont formés, ils peuvent être accélérés par 
l’application d’un champ électrostatique. Ils vont alors traverser une région dénuée de 
tout champ (le tube de vol) avec une vitesse inversement proportionnelle au rapport 
m/z, autrement dit plus les ions seront légers plus leur vitesse sera élevée. Les 
analyseurs à temps de vol mesurent le temps, proportionnel au rapport m/z, que 
mettent les ions pour atteindre le détecteur. L’intérêt majeur de la technique 
d’ionisation MALDI est de créer essentiellement des ions monochargés (ou faiblement 
chargés), et d’ainsi faciliter l’interprétation des spectres de masse obtenus. 
Le résultat obtenu est un spectre de masse représentant les rapports m/z des ions 
détectés sur l'axe des abscisses et l'abondance relative de ces ions sur l'axe des 
ordonnées.  
 
b. Protocole 
 
Afin d'identifier les protéines d’intérêt, les spots colorés au bleu de Coomassie sont 
découpés et digérés à la trypsine afin de produire des peptides identifiables en 
spectrométrie de masse (méthode « peptide mass mapping »).  Les fragments du gel 
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sont décolorés par 2 additions successives de 100µL d'un mélange acétonitrile/ 
bicarbonate d'ammonium 25mM 1:1 (v/v) séparées par une agitation vigoureuse à 
température ambiante pendant 10min. Après élimination des surnageants, les spots 
sont séchés pendant 20 minutes à l'évaporateur rotatif à 45°C. 10µL de solution de 
trypsine (solution stock à 50ng/µL diluée au 1/5 dans du bicarbonate d'ammonium 
25mM) sont ajoutés à chaque spot déshydraté. L'incubation dure 1 nuit à 37°C. 1µL de 
surnageant de digestion est alors déposé sur plaque MALDI pour permettre 
l'identification en mode MS. Pour cela, la matrice utilisée (1µL d'acide α-cyano-4-
hydroxycinnamique saturée à 5mg/mL dans un mélange eau/acétonitrile/TFA 
50/50/0,1 (v/v/v), Sigma-Aldrich) est co-cristallisée avec l'échantillon directement sur 
la plaque MALDI. La calibration externe est réalisée à l'aide d'un mélange de peptides 
de masses connues déposés sur la plaque (Calibration Mixture 1 + 2, Applied 
Biosystems). Afin de déterminer précisément la masse des protéines purifiées, 0,75µL 
des solutions de Jug r 1 native ou recombinante est co-cristallisée sur la plaque 
MALDI avec 0,75µL de matrice acide sinapinique (0,6mM d'acide 3,5-dimethoxy-4- 
hydroxy cinnamique dilué dans le mélange eau/acétonitrile/TFA 50/50/0,1 (v/v/v)). Le 
spectromètre de masse MALDI-TOF (Voyager-DETM STR, Perspective Biosystems®) 
est utilisé en mode réflectron positif pour l'identification des digestats trypsiques et en 
mode linéaire pour déterminer précisément les masses des différentes protéines. Pour 
cela, la tension d'accélération appliquée après l'impact laser sur la plaque MALDI est 
respectivement de 20 et 25kV. Les plages de masse m/z visualisées vont de 800 à 3000 
pour le mode réflectron positif et dépendent des masses attendues pour le mode 
linéaire. Afin d'identifier précisément les différents peptides trypsiques, l'interrogation 
des bases de données protéiques (base non redondante du NCBI, Swissprot) est 
effectuée à l'aide du logiciel Protein Prospector®. 
 
5. Purification de Jug r 1 par chromatographie d’immunoaffinité 
 
Le principe de la chromatographie d’immunoaffinité repose sur la spécificité de liaison 
entre les anticorps et les antigènes, dans notre cas entre les anticorps polyclonaux 
produits chez le lapin et Jug r 1 présente dans les extraits bruts de noix. 
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a. Protocole 
 
Purification des IgG de lapin sur colonne de protéine A immobilisée. 
 
Les anticorps sont purifiés par chromatographie d’affinité en utilisant comme ligand 
une protéine de source bactérienne ayant la capacité de se fixer sur les anticorps : la 
protéine A. Cette protéine issue de Staphylococcus aureus possède 5 domaines 
homologues de liaison aux IgG avec deux modes de liaison distincts, à la partie 
constante, Fcγ, et à la partie Fab des IgG responsable de la reconnaissance anticorps/ 
antigène.  
Les colonnes utilisées pour cette purification sont des colonnes hitrap protein A® (GE 
Healthcare). La purification se fait sur le system AKTA® (GE Healthcare). Après 
équilibration de la colonne dans le tampon de fixation (NaH2PO4 20 mM, pH 7), les 
anticorps filtrés et dilués d’un facteur 5 dans le même tampon de fixation sont fixés sur 
la colonne à un débit de 1 ml/min. L’élution, précédée d’un lavage de la colonne par 
un passage de l’équivalent de 10 volumes de colonne de tampon de fixation, est 
réalisée par le passage de 6 ml de tampon d’élution (acide citrique 100 mM, pH 3) à un 
débit de 1 ml/min. Les fractions d’élution sont recueillies dans des tubes en verres 
contenant 100 µl d’une solution basique (Tris 1M, pH 9). 
 
Préparation de la colonne par couplage des immunoglobulines de lapin 
 
Les colonnes utilisées sont des colonnes prêtes à l’emploi de type hitrap NHS (GE 
Healthcare). Elles sont constituées d’une phase sepharose sur laquelle sont greffés des 
ester de N-hydroxysuccinimide (NHS), molécule capable de former des liaisons amide 
en présence de groupements amines primaires. Ces esters sont stables en absence 
d’eau c’est pourquoi ces colonnes sont stockées dans une solution d’isopropanol 
100%. La préparation de ce type de colonne consiste dans un premier temps à "activer" 
le gel pour qu'il puisse former un lien covalent avec le ligand, à mettre en présence la 
résine avec ce ligand et enfin à  déclencher la réaction de formation du lien covalent 
entre ce dernier et la résine par des conditions physico-chimiques appropriées. Le pH 
de la solution, lors de l’étape de couplage, est très important car il favorise les 
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interactions électrostatiques et permet ainsi le rapprochement des groupements activés 
et de la protéine. Les groupements amines primaires présents en N-terminal des 
protéines ainsi que sur les résidus de lysine vont réagir avec les esters de NHS et 
former une liaison amide entre la résine et la protéine, accompagnée d’une perte du 
NHS. Les esters réactifs libres de la phase, n’ayant pas réagi avec les 
immunoglobulines, sont ensuite désactivés par la fonction amine de l’ethanolamine à 
pH 8.5 et les molécules fixées de façon non covalente sont enfin éliminées par une 
série de lavages 
 
En accord avec le protocole fourni avec les colonnes, l’isopropanol contenu dans les 
colonnes est progressivement éliminé à l’aide de six volumes de colonne d’une 
solution HCl 1mM. Les  immunoglobulines, tranferées dans le tampon de couplage [ 
200 mM NaHCO3, 500 mM NaCl, pH 8.3] à l’aide d’une colonne hitrap desalting® 
(GE Healthcare), sont ensuite injectées dans la colonne et laissées au contact pendant 
30 minutes a température ambiante.  La désactivation des groupements activés non 
utilisés est réalisée par passage successif de 6 volumes de colonne du tampon de 
blocage [500mM ethanolamine, 500 mM NaCl, pH 8.5] suivie de 6 volumes de 
colonne de tampon de lavage [100 mM acétate, 500 mM NaCl, pH 4] et à nouveau 6 
volumes de colonne du tampon de blocage laissé ensuite en contact pendant 20 
minutes. Un lavage complet de la colonne est réalisé par une succession de 6 volumes 
de colonne de tampon de lavage, de tampon de blocage et à nouveau de tampon de 
lavage. La colonne est stockée dans du tampon PBS a pH 7.4 ou utilisée 
immédiatement pour la purification de Jug r 1. 
 
Purification de Jug r 1 à partir d’un extrait brut de noix 
 
Après équilibration de la colonne dans le tampon de fixation (Tris 75 mM, pH 8), 
l’extrait brut de noix  dilué d’un facteur 5 dans le tampon de fixation est fixé sur la 
colonne à un débit de 0,8 ml/min en un seul passage. L’élution, précédée d’un lavage 
de la colonne par  10 volumes de colonne de tampon de fixation, est réalisée par le 
passage de 5 volumes de colonne de tampon d’élution (glycine 100 mM, NaCl 500 
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mM, pH 2,7) à un débit de 0,5 ml/min. Les fractions d’élution sont recueillies dans des 
tubes en verre contenant 100 µl d’une solution basique (Tris 1M, pH 9). 
IV. Caractérisation structurale de l’allergène de noix 
 
1. Spectroscopie de dichroïsme circulaire  
 
a. Principe 
 
Le dichroïsme circulaire (CD) est une technique spectroscopique d'analyse largement 
utilisée pour étudier la conformation des acides nucléiques et des protéines. 
Le principe de cette méthode repose sur la décomposition d’un rayon lumineux 
linéaire en deux composantes droite et gauche de même intensité et amplitude. Lors du 
passage de ce faisceau au travers d’une solution composée de molécules optiquement 
actives, l’absorption différentielle droite/gauche due à la chiralité de cette molécule va 
entraîner une inégalité d’amplitude et d’intensité de ces composantes (figure 5). Cette 
modification va entraîner l’apparition d’une lumière polarisée non plus linéaire mais 
elliptique. Les acides aminés, composant les protéines, sont des molécules chirales qui 
procurent à ces dernières la capacité d’être optiquement actives. La mesure de 
l’ellipticité directement liée à la différence d’absorption droite/gauche permet donc 
d’obtenir des informations sur la conformation des différents chromophores des 
protéines.  
 
Figure 8 : Principe de la technique de dichroïsme circulaire. 
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 59 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 9 : Spectre de dichroisme circulaire et representations schematiques 
correspondantes de (A) isomerase triosephosphate, (B) lysozyme d’oeuf (C) 
myoglobine (D) chymotrypsine (issu de la page Web de l’institut Karolinska, Suede) 
 
Le spectre d'un polypeptide replié essentiellement en hélice α  (C) et (A)  présente 
trois bandes caractéristiques (positive autour de 190nm, négative autour de 208nm et à 
222nm). 
Le spectre d'un polypeptide replié essentiellement en feuillet β (D) présente deux 
bandes caractéristiques (positive autour de 195nm, négative autour de 218nm). 
Le spectre d'un polypeptide non structuré (B)  (« random coil » ou aléatoire) présente 
deux bandes caractéristiques (négative autour de 200nm et positive autour de 215nm). 
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Dans l’UV proche (250 nm-300nm), les résidus aromatiques des chaînes latérales ainsi 
que les ponts disulfure sont les principaux chromophores. Dans l’UV lointain (160-
250nm), les liaisons interpeptidiques sont la base de l’analyse du contenu et du type 
des structures secondaires.  L’étude de nombreux peptides de structure connue 
(Woody 1995) a montré que l'allure d'un spectre CD dépend de l'organisation locale de 
la liaison peptidique, ce qui permet donc de distinguer hélices α, feuillets β (parallèles 
ou antiparallèles), “ coudes ” et  structures aléatoires (figure 9). Le spectre d'un 
polypeptide replié essentiellement en hélice α présente trois bandes caractéristiques: 
une bande positive de forte intensité à 190nm et deux bandes négatives à 208nm et 
222nm. Le spectre obtenu avec un polypeptide replié en feuillet β possède une bande 
positive à 195nm et une bande négative à 218nm. A concentration en protéine égale, 
l'intensité de ces bandes est souvent moindre par rapport à celle des hélices α. La 
nature des chaînes latérales et le type de feuillets β  (parallèles, antiparallèles...) 
peuvent modifier légèrement l'amplitude et la position des bandes observées. Le 
spectre obtenu avec un polypeptide non structuré (« random coil » ou aléatoire) montre 
une bande négative caractéristique aux alentours de 200nm et un épaulement positif 
vers 215nm. En se référant à des spectres de protéines de structures connues, il est 
possible d'estimer les pourcentages respectifs des structures secondaires présentes dans 
les protéines à partir de leur  spectre de CD. 
 
b. Protocole 
 
Les protéines Jug r 1 native et recombinante, solubilisées dans du tampon Tris 20 mM 
(pH 7.5), ont été analysées sur un spectrophotomètre de dichroïsme circulaire Jobin & 
Yvon CD6 (Division instrumentations S.A.). Les concentrations ont été calculées pour 
que la densité optique à 280nm de la solution soit inférieure à 0,8 afin d'éviter que 
l'intensité du signal ne sature le détecteur. La cuve en quartz utilisée possède un trajet 
optique de 0,1cm et les spectres ont été mesurés entre 190nm et 250nm. La 
contribution du tampon a été soustraite de tous les spectres.  
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2. Modélisation moléculaire 
 
a. Profils HCA (Analyse des Clusters Hydrophobes) 
 
Les acides aminés hydrophobes sont des points d’ancrage de la structure et gouvernent 
le repliement des protéines. Cette méthode (Gaboriaud, Bissery et al. 1987), 
développée dans le laboratoire de Jean-Paul Mornon en 1987, est basée sur une 
représentation bi-dimensionnelle des séquences protéiques (Callebaut, Labesse et al. 
1997). Elle vise à regrouper, au sein de « clusters », les acides aminés hydrophobes. 
En fonction de la forme et de l’orientation de ces clusters, il est possible de prédire 
l'emplacement des principaux éléments de structure secondaire: hélice α (orientation 
horizontale des clusters ou clusters globulaires) et feuillet β (orientation verticale des 
clusters) (Lemesle-Varloot, Henrissat et al. 1990). Les coudes et les boucles 
correspondent à des zones où prédominent les acides aminés hydrophiles et flexibles. 
Lors de la comparaison de deux séquences protéiques, cette méthode permet de 
reconnaître et de délimiter les régions structurellement conservées (RSCs) 
correspondant essentiellement aux motifs de structure secondaire. Ces RSCs seront 
utilisées ultérieurement pour la modélisation moléculaire. Cette méthode permet 
également d'aligner des séquences de protéines possédant de très faibles pourcentages 
d'identité (en dessous de 25-30%). Pour ces séquences, les méthodes classiques 
d'alignement basées uniquement sur la maximalisation de scores d'identité ou de 
similitude sont souvent peu efficaces. Dans une famille de protéines très divergentes, il 
est ainsi possible de mettre en évidence les repliements essentiels à la structure et à la 
fonction des protéines. Les profils ont été générés en utilisant un serveur dédié 
(http://www.lmcp.jussieu.fr) et le programme Drawhca développé par Luc Canard 
(Callebaut, Labesse et al. 1997). 
 
b. Modélisation moléculaire par homologie 
 
La modélisation moléculaire par homologie de séquences a été réalisée sur une station 
graphique Silicon Graphics O2 en utilisant les programmes InsightII, Homology et 
Discover (Accelrys, San Diego, USA). 
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A partir de l'alignement réalisé entre la séquence de la protéine à modéliser et la (ou 
les) séquences d'une protéine homologue de structure tridimensionnelle connue (2S 
albumine de la graine de ricin Ric c 1 dans notre cas (Pantoja-Uceda, Bruix et al. 
2003), les RSCs (hélices α  pour Jug r 1) définies à partir des profils HCA sont 
repérées. Par la suite, les coordonnées atomiques obtenues par RMN de la protéine 
modèle de structure connue sont assignées à la protéine à modéliser en respectant les 
homologies entre les RSCs. Ainsi, le modèle tridimensionnel de la protéine à 
modéliser est construit de proche en proche. Il a été nécessaire de créer deux courtes 
boucles entre 2 RSCs pour la modélisation de Jug r 1. A ce stade, la protéine 
modélisée possède, aux remplacements de résidus près, les mêmes coordonnées que 
celles des carbones α de la protéine modèle. Cette protéine modélisée présente 
quelques imperfections (valeur non canonique des longueurs de certaines liaisons ou 
de certains angles dièdres, encombrements stériques entre certains atomes non liés, 
sorties de plan, etc...). Il est nécessaire de procéder, avant une minimisation d'énergie 
globale, à une minimisation d'énergie locale pour corriger sélectivement ces 
imperfections afin d'obtenir une structure géométriquement correcte et 
thermodynamiquement stable. Les encombrements stériques sont corrigés grâce à une 
étape de recherche des meilleurs rotamères pour chaque acide aminé dont les distances 
entre atomes non liés est inférieure à 0,9Å. Pour les recherches de rotamères, 
l'algorithme implémenté dans le module Homology utilise une librairie spécifique 
(Ponder and Richards 1987). Les minimisations d'énergie utilisent le champ de force 
CVFF du module Discover et les algorithmes classiques de mécanique moléculaire 
(steepest descent et gradient conjugué). La méthode « steepest descent » ou « méthode 
de la plus grande pente », calcule l'énergie initiale E0 à l'aide du champ de force. 
Après une légère modification de la géométrie de la molécule, un deuxième calcul 
d'énergie est effectué. En calculant à chaque fois la dérivée de la fonction énergie, 
cette méthode va déterminer et suivre la direction de la plus grande pente au cours de 
laquelle l'énergie décroît le plus rapidement. Cette méthode s'avère être rapide au cours 
des premiers cycles mais converge très lentement en fin de cycle. La méthode du « 
gradient conjugué » est une amélioration de la méthode « steepest descent ». Un calcul 
supplémentaire permet, à chaque cycle, d'ajuster le pas et ainsi d'obtenir la meilleure 
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diminution de la valeur d'énergie. D'autres méthodes existent, comme celle de « 
Newton Raphson ». Elle est basée sur le calcul de la dérivée seconde de la fonction 
énergie potentielle et demande des temps de calcul souvent prohibitifs. C'est la raison 
pour laquelle elle est très peu utilisée pour des modélisations par homologie au sein de 
familles protéiques très conservées. La validité des modèles tridimensionnels ainsi 
obtenue est appréciée en construisant le diagramme de Ramachandran. Cet outil 
permet de représenter les résidus en fonction de la valeur des angles dièdres Φ et Ψ. 
Des régions correspondant aux valeurs admises pour les angles Φ et Ψ des résidus 
impliqués dans les différentes structures secondaires (hélices α, feuillets β) sont 
définies. Cette méthode permet alors d'obtenir une évaluation fiable de la géométrie 
correcte du modèle tridimensionnel. Les diagrammes ont été générés par un ensemble 
de logiciels, dont PROCHECK et What if (Vaguine, Richelle et al. 1999) à partir du 
fichier PDB élaboré par InsightII. Les modèles tridimensionnels de Jug r 1 et Ses i 1 
ont été construits à partir des coordonnées de RMN de l’albumine 2S de la graine de 
ricin (code PDB 1PSY) (Pantoja-Uceda, Bruix et al. 2003). Les surfaces moléculaires 
et les potentiels de surface des albumines 2S modélisées ont été calculés à l'aide du 
programme GRASP (Petrey, Xiang et al. 2003) en utilisant les valeurs classiques des 
principaux paramètres: 1,4Å pour le rayon de la sphère d'eau, 2Å pour la couche de 
Stern afin d'exclure les ions de la surface moléculaire, 4 et 80 pour les constantes 
diélectriques interne et externe, une concentration saline correspondant à 0,145M de 
NaCl. Les régions électropositives (résidus de lysine et arginine) sont figurées en bleu 
et les régions électronégatives sont figurées en rouge. Les valeurs des potentiels 
électronégatifs et électropositifs sont fixées respectivement à -5 kT (1 kT = 0,6 kcal) et 
5 kT. Les régions neutres sont figurées en blanc. 
 
3. Caractérisation des épitopes de surface (méthode SPOT) 
 
Les expériences ont été réalisées sur des peptides synthétiques immobilisés sur 
membrane de cellulose (Dr. Claude Granier au laboratoire CNRS FRE 3009 Bio-Rad 
de Montpellier).  
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a. Principe  
 
La méthode SPOT (Frank 2002) mise au point au début des années 1990, est 
couramment utilisée pour cartographier les sites d'interaction entre une protéine et son 
ligand. Ainsi, les interactions entre endonucléases et oligonucléotides (Reuter, 
Schneider-Mergener et al. 1999), peptides et métaux, cytokines et récepteurs (Reineke, 
Sabat et al. 1998) ont pu par exemple être mises en évidence. Mais l’application la 
plus courante de cette technique correspond à la cartographie des épitopes réagissant 
avec des anticorps (« antigenic épitope mapping ») le long des séquences protéiques. 
Des épitopes IgE-réactifs ont ainsi été déterminés pour plusieurs allergènes. Sur des 
membranes de cellulose, des peptides synthétisés chimiquement et fixés de façon 
covalente, permettent, après contact avec des anticorps, une identification rapide des 
sites responsables de l'interaction (Lajoix, Gross et al. 2004). Les peptides 
correspondant à la séquence entière de la protéine à cartographier sont synthétisés sous 
la forme de pentadécapeptides (15mer) chevauchants (les tailles peuvent varier de 10 à 
15 mer, avec un recouvrement tous les 3 à 4 acides aminés). Après incubation des 
membranes avec des anticorps à tester, les spots réactifs sont visualisés comme dans 
une expérience de Western-blot à l'aide d'un deuxième anticorps couplé à une enzyme 
donnant une réaction colorée en présence du substrat chromogène correspondant. Il est 
également possible de régénérer les membranes, permettant ainsi de tester différents 
types d'anticorps et de mieux caractériser les zones épitopiques (anticorps de patients 
allergiques, anticorps polyclonaux anti-protéine entière, anticorps anti-peptides, ...).  
 
b. Expériences réalisées 
 
Des peptides de 15-mer, chevauchant par 12 résidus et correspondant à la séquence 
entière de Jug r 1 ont été immobilisés sur membrane de cellulose en utilisant la 
technique SPOT. Le protocole de synthèse Fmoc (Laune, Molina et al. 2002) utilise un 
synthétiseur « Multipep automatic Spot » (Intavis). Les peptides sont assemblés sur 
une membrane de cellulose portant des groupements amino polyéthylène glycol. Le 
résidu activé positionné en C-terminal de chaque peptide a été couplé à la membrane. 
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Après déprotection, les acides aminés ont été séquentiellement ajoutés. A la fin de la 
synthèse, les groupes protégeant les chaînes latérales des acides aminés ont été retirés 
par un traitement à l'acide trifluoroacétique et la liaison à la membrane maintenue. La 
membrane, saturée pendant 1 nuit dans 20mL de tampon Tris salin contenant 2mL de 
tampon de saturation (Roche) et 1g de saccharose (pH 7.0), a été lavée avec du tampon 
Tris salin contenant 0,1% (v/v) de Tween-20. Les sérums de patients allergiques, au 
nombre de 3, sont dilués au 1/5 sont ajoutés en présence d'un cocktail d'anti-protéases 
(Roche) et l’incubation se déroule pendant 2h dans une chambre humide à température 
ambiante. Après trois nouveaux lavages, la membrane est incubée 1h à température 
ambiante sous agitation avec un anticorps secondaire (monoclonal de souris anti-IgE 
humaines couplé à la phosphatase alcaline, dilué 1/4000 dans la solution de lavage). 
Après deux nouveaux lavages puis deux lavages avec une solution contenant 10mM 
d'acide citrique, 137mM NaCl et 3mM KCl (tampon CBS), les spots réactifs sont 
révélés après coloration pendant 30min avec une solution de Bromo- Chloryl-Indolo-
Phosphate (BCIP) dilué dans le tampon CBS additionné de 5mM MgCl2 et 0,7mM de 
bleu de bromure de thiazolyl tétrazolium. Après 3 lavages à l'eau UHQ, la membrane 
est scannée. 
Le protocole de décoloration/régénération des membranes permet d'effectuer plusieurs 
tests avec des anticorps différents. Après un à trois lavages de 10 minutes dans une 
solution de diméthylformamide, trois lavages à l'eau UHQ et trois incubations dans 
une solution d'urée 8M contenant 1% (m/v) SDS et 1% (m/v) β-mercaptoéthanol, la 
membrane est stockée après une dernière incubation dans un mélange 
éthanol/eau/acide acétique (50:40:10) (v/v/v). Pour une conservation prolongée à -
20°C, une dernière étape de lavage dans du méthanol pur est effectuée. 
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V. Etude immunologique de l’allergène de noix 
 
1. Révélation des allergènes recombinant et natif par les sérums par 
immuno-empreinte (Western blot) 
 
a. Principe  
 
La méthode fut mise au point dans le laboratoire de George Stark à Stanford. Elle 
utilise l'électrophorèse sur gel de polyacrylamide SDS-PAGE pour séparer les 
protéines, préalablement dénaturées, selon leur masse. Les protéines sont ensuite 
transférées depuis le gel sur une membrane (typiquement de nitrocellulose) grâce à un 
courant électrique. Les sites de fixation potentiels non utilisés sur la membrane sont 
saturés par une solution de saturation, composée d’un détergent et d’une ou d’un 
mélange de protéines, avant que la membrane ne soit ensuite exposée à un anticorps 
primaire spécifique de la protéine d'intérêt. La détection est effectuée à l'aide d'un 
anticorps dit secondaire couplé à une enzyme (peroxydase ou phosphatase alcaline) et 
en présence d'un substrat qui génère une réaction colorée ou chimioluminescente 
directement sur la membrane. Il est possible grâce à cette technique de détecter la 
présence d'une protéine dans un tissu, d'évaluer sa taille et sa concentration. 
 
b. Experience  
 
Les différents échantillons à tester sont séparés sur un gel SDS-PAGE mono- ou 
bidimensionnel. Les protéines sont électrotransférées sur une membrane de 
nitrocellulose en mode semi-sec dans un tampon de transfert [Tris 48mM, glycine 
39mM, méthanol 20% (v/v)] à 20 Volts pendant 40min. La membrane est ensuite 
colorée dans une solution contenant 0,2 % de rouge Ponceau  
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Figure 10 : Principe de la technique de dégranulation de lignées de 
basophiles de rats  transfectées avec le récepteur aux IgE humaines (FcεRI) 
 68 
(m/v) et 0,3 % TCA (v/v) afin de vérifier la bonne réalisation du transfert. Après 
décoloration à l’eau, la membrane est saturée une nuit, à 4°C, dans du tampon PBS, 
contenant 5% (m/v) de lait écrémé, sous légère agitation ou 1h dans une solution 
identique à la précédente additionnée de 0.1% Tween-20 (v/v). L’anticorps primaire 
(dilué au 1/1000 pour l’anticorps anti-Jug produit chez le lapin et au 1/10 pour les 
sérums de patients allergiques) est déposé sur la membrane pendant 2h en chambre 
humide à température ambiante. La membrane est ensuite lavée dans le tampon de 
saturation [PBS, 5% (m/v) lait écrémé, 0.1% Tween-20 (v/v)] puis incubée pendant 1h 
à température ambiante avec l’anticorps secondaire couplé à la péroxydase de Raifort 
(dilué au 5000ème dans la solution de saturation). Après trois lavages dans le tampon 
de saturation, les membranes sont incubées avec les substrats contenus dans le kit ECL 
Plus (Amersham) et les films révélés après différents temps d'exposition dans une 
cassette en chambre noire. 
 
2. Test de dégranulation des lignées de basophiles 
 
Depuis le début des années 1990, des outils cellulaires permettent de tester le potentiel 
allergénique des protéines. En effet, grâce à des lignées cellulaires telles que les RBL-
2H3 transfectées avec le récepteur des IgE humaines (FcεRI), il est possible de 
quantifier l'interaction entre des allergènes et des IgE de patients sensibilisés. En 
raison des difficultés à obtenir et à entretenir des mastocytes et basophiles humains de 
patients allergiques, une équipe française (Taudou, Varin-Blank et al. 1993) a obtenu, 
après transfection stable, une lignée cellulaire de basophiles de rats exprimant en 
surface la chaîne α du récepteur FcεRI humain (récepteur de haute affinité pour les 
IgE). Dénommée RBL-2H3 pour « Rat Basophil Leukemia », cette lignée est 
couramment utilisée pour des tests d'allergénicité. Après une étape de culture en 
présence puis en absence d'antibiotique, les cellules peuvent être sensibilisées avec des 
IgE de patients allergiques. Après cette étape qui dure en général 24 à 48h, les lignées 
sont incubées en présence des allergènes à tester. Suite à l'interaction des protéines 
allergéniques avec les IgE fixées sur les basophiles, la dégranulation des cellules libère 
une grande quantité de médiateurs (figure 10). Parmi ceux-ci, l'activité d'une enzyme 
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(la β- hexosaminidase) peut être facilement mesurée et quantifiée. Il est donc possible, 
en combinant une culture de lignées cellulaires et un simple test biochimique, de 
vérifier le caractère allergénique d'une protéine donnée.  
L'expérimentation sur cellules a été réalisée à l'Institut de Médecine Moléculaire de 
Rangueil (I2MR) de l'Unité 858 de l'INSERM, en collaboration avec le Pr. Hervé 
Benoist (équipe du Pr. Thierry Levade). 
 
a. Culture cellulaire  
 
La lignée RBL-2H3 (fournie par le Dr. Mécheri de l'Institut Pasteur de Paris), 
transfectée avec la sous-unité α du récepteur humain FcεRI (RBL-2H3 E5.D12.8) est 
maintenue en adhérence à 37°C dans un milieu DMEM-Glutamax (Gibco BRL) 
contenant 10% de sérum de veau foetal, 100U/mL de pénicilline, 100U/mL de 
streptomycine, 1mg/mL de G-418 (Gibco) et 20mM Hepes (pH 7.3). Le milieu est 
changé 2 fois par semaine. Les cellules adhérentes sont lavées à deux reprises avec du 
PBS et trypsinisées (trypsine-EDTA – Gibco) pendant 5 minutes à 37°C dans un 
incubateur humidifié (95% d'air et 5% de CO2). Les cellules remises en suspension 
sont alors collectées, lavées, comptées en cellule de Malassez puis remises en culture. 
 
b. Tests de dégranulation 
 
Après 72 heures de culture sans G-418, les cellules sont récupérées, comptées et 
centrifugées. Les sérums à tester, dilués au 1/50, sont alors ajoutés au milieu de culture 
ne contenant pas de G-418 et les cellules sont réparties dans des plaques 96 puits (20 
000 cellules par puits). Après 48 heures d'incubation à 37°C dans un incubateur 
humidifié (95% d'air et 5% de CO2), le surnageant de culture est éliminé. Les cellules 
adhérentes sensibilisées sont alors lavées une fois avec du milieu sans G-418 puis avec 
du tampon de Tyrode (100µL à chaque fois). Après élimination, 100µL de mélange 
Tyrode/D2O 1:1 (Sigma) contenant la protéine à tester (0 à 2000 ng/mL) sont 
distribués dans chaque puits. Tous les tests sont effectués en triplicata. Les plaques 
sont incubées 45 minutes à 37°C et centrifugées 5 minutes à 150g. 50 µL de 
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surnageant est récupéré pour une mesure immédiate de l'activité β-hexosaminidase. 
Pour mesurer le relargage spontané de β-hexosaminidase, des puits sont incubés avec 
du tampon Tyrode/D2O sans sérum de patient. Pour mesurer l'activité maximale 
(100% d'activité), des échantillons incubés sans sérum de patient sont traités après 
centrifugation avec 3µL de 10% Triton X-100 pendant 3 minutes puis le milieu est 
homogénéisé à la pipette plusieurs fois. Deux séries de contrôle sont réalisées, la 
première consiste à sensibiliser les cellules avec un sérum de patient non allergique à 
la noix et le deuxième consiste à stimuler les cellules sensibilisées avec les sérums de 
patients allergiques à la noix avec de la sérum albumine bovine. 
 
c. Mesure de l’activité β-hexosaminidase 
 
50µL de chaque échantillon (test, relargage spontané, relargage total) sont distribués 
dans une plaque 96 puits et incubés 90 minutes à 37°C en présence de 50µL de para-
nitrophényl-N-acétyl β-D-glucosaminide (1,3mg/mL dans un tampon citrate 0,05M à 
pH 4.5). La réaction enzymatique est stoppée par addition de 150µL de tampon 
glycine 0,2 M (pH 10.7) et l'absorbance est alors mesurée à 410nm. Les résultats sont 
exprimés en pourcentage d'activité β-hexosaminidase totale après correction due au 
relargage spontané par des cellules non stimulées. 
 
VI. Etude de la résistance de l’allergène de noix lors de 
traitements enzymatiques et thermiques  
 
1. Traitements enzymatiques  
 
La digestion enzymatique de Jug r 1 est réalisée à l’aide de protéases actives lors de la 
digestion gastrique et de la digestion intestinale. Les principales protéases présentes 
lors du phénomène de digestion sont la pepsine dans le suc gastrique ainsi que la 
trypsine et la chymotrypsine dans les secrétions intestinales.  Le traitement par la 
pepsine a été réalisé à 37 °C pendant 90 minutes dans un tampon HCl 100 mM, NaCl 
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30 mM à pH 1.5. Deux ratios enzyme/Jug r 1 différents de 1:1 et 10:1 (w/w) soit 2700 
U et 27 000U / mg de Jug r 1, ont été testés.  Des aliquots sont prélevés aux temps 0, 
0.5, 1, 2, 5, 10, 20, 30, 60, 90 minutes et la réaction est stoppée par addition d’1 µl 
d’une solution alcaline (NaOH 1N). Le traitement simultané par la trypsine et 
chymotrypsine est réalisé à 37°C pendant 2h dans un tampon carbonate d’ammonium 
25mM à pH 8. Les deux enzymes sont immobilisées sur des billes magnétiques. Deux 
ratios trypsine : chymotrypsine : Jug r 1 de 400U:4U:1 et 200U:2U:1 sont également 
testés pour ces protéases. Des aliquots ont été prélevés aux temps 0, 1, 2, 5, 10, 30, 60, 
90 minutes et la réaction est stoppée par congélation dans l’azote liquide. Pour chaque 
expérience, un test est réalisé en présence des enzymes seules ainsi qu’un autre avec 
Jug r 1seule. Les différents prélèvements sont déposés sur gel SDS-PAGE puis 
analysés en Western blot. La réactivité des prélèvements est ensuite testée par la 
méthode d’inhibition par ELISA et les résultats sont présentés sous la forme de % 
d’inhibition de la liaison anticorps/ Jug r 1 calculé de la manière suivante : 
 % inhibition = (DO LSM – DO INH) / (DO LSM – DO IM) * 100) 
DO LSM : liaison spécifique maximale represente la valeur de DO obtenue apres 
interaction entre un antigene et l’anticrops dirigé spécifiquement contre ce dernier ; 
dans ce cas l’interaction entre Jug r 1 et l’anticorps anti Jug r 1. 
DO IM : Inhibition maximale represente la valeur de DO obtenue pour l’interaction 
entre Jug r 1 et l’anticorps anti Jug r 1, apres incubation prealable des anticorps avec 
une concentration plus importante de Jug r 1. 
DO INH : DO inhibiteur correspond à la valeur de DO obtenue pour l’interaction entre 
Jug r 1 et l’anticorps anti Jug r 1, apres incubation prealable  des anticorps avec 
diverses concentrations de la proteine ou de l’extrait proteique testé. 
 
2. Traitements thermiques 
 
L’analyse a été réalisée à l’aide d’un spectrophotomètre de dichroïsme circulaire Jobin 
& Yvon CD6 (Division instrumentations S.A.). La première étape consiste à mesurer 
la variation d’ellipticité à une longueur d’onde de 222nm, zone de forte ellipticité, 
d’une solution de 0,3 mg/ml de Jug r 1 native solubilisée dans du Tris 20mM (pH 7.5), 
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et ceci lors d’une augmentation de température régulière de 20°C à 90°C. La deuxième 
étape consiste à réaliser des mesures d’ellipticité entre 190 nm et 250 nm aux 
températures 20, 37, 60, 90 et à nouveau à 20°C après refroidissement. La cuve en 
quartz utilisée possède un trajet optique de 0,1cm. La contribution du tampon a été 
soustraite de tous les spectres.  
 
VII. Etude des réactions croisées 
 
1. ELISA  
 
a. Principe  
La technique ELISA « Enzyme Linked Immuno-sorbent Assay » entre dans le cadre 
plus général des EIA « Enzyme ImmunoAssay » dans lesquels le dosage est couplé à 
une réaction catalysée par  une enzyme qui libère un composé coloré, quantifiable par 
spectroscopie. Il s’agit d’une technique biochimique, principalement utilisée en 
immunologie, afin de détecter la présence d’antigènes ou anticorps dans un 
échantillon. Il existe de nombreuses variantes de cette méthode. L’ELISA indirect 
consiste à adsorber l'antigène  ou l’anticorps d'intérêt au fond de puits d’une plaque de 
titration. Lorsque c’est l’antigène qui est fixé, un premier anticorps dirigé contre cet 
antigène est alors incubé dans les puits, suivi d’un anticorps secondaire spécifiquement 
dirigé contre le premier. Ce dernier est couplé à une enzyme qui permet de révéler la 
présence de la protéine contre laquelle l’anticorps primaire est dirigé. L’ELISA en 
« sandwich » est basé sur le même phénomène mais dans ce cas l'antigène n'est pas lié 
directement sur la matrice. Les puits des plaques sont alors recouverts d’une large 
quantité d’anticorps dirigés contre la protéine d’intérêt, appelé anticorps de capture. 
L’antigène viendra se fixer sur cet anticorps de capture, et la révélation pourra se faire 
directement par un anticorps de détection ou par la reconnaissance du complexe 
antigène/anticorps primaire par un anticorps secondaire couplé à une enzyme. La 
technique ELISA par compétition, complète l’ELISA indirect ou en sandwich par une 
incubation au préalable de l’anticorps primaire par une autre protéine soupçonnée 
d’interagir avec celui-ci, avant la mise en contact avec l’antigène présent dans les 
puits. 
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Figure 11 : Principe de la technique ELISA inhibition 
Antigène fixé 
au fond de la plaque 
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b. Protocole 
 
Les différentes dilutions de protéines ou d'extraits à tester sont fixés sur une plaque 
ELISA à fond plat (50µl par puits) pendant une nuit à 4°C. Les puits sont lavés trois 
fois avec du PBS (pH 7.4) puis saturés avec une solution PBS/Tween-20/BSA 
(1x/0.1%/1%) (50µl par puits) pendant une heure à température ambiante. Les puits 
sont lavés puis incubés avec l’anticorps primaire dilué dans la solution de saturation 
(50µl par puits) durant 2h à température ambiante. L'anticorps primaire, dilution 
1/1000 pour les IgG de lapins et 1/30 pour les IgE humains, a été mis en contact, pour 
les expériences de compétition, avec les différents extraits testés pendant les 45 
dernières minutes de la phase de saturation (figure 8). Après trois lavages avec la 
solution de saturation, l’anticorps secondaire couplé à la phosphatase alcaline dilué au 
1/2000 pour l’anti IgG ou 1/500 pour l’anti IgE dans la solution de saturation (50µl par 
puits) est ajouté et incubé pendant une heure à température ambiante. Après trois 
lavages, 100µL d'une solution de para-nitrophényl phosphate sont ajoutés. Après 45 
min d'incubation à température ambiante et à l'obscurité, la densité optique est lue à 
405nm avec un lecteur de plaques Asys Expert 96®. 
 
VIII. Localisation immuno-histochimique de Jug r 1  
 
1. Localisation en microscopie confocale  
 
a. Principe de la microscopie confocale à balayage laser  
 
Le principe de la microscopie confocale a été inventé en 1957 par le Pr Minsky pour 
pallier aux problèmes de diffraction de la lumière sur des échantillons épais. La 
résolution appelée aussi pouvoir séparateur est en effet limitée par cette diffraction. La 
microscopie conventionnelle par epifluorescence, largement répandue en biologie 
cellulaire présente ces limites de résolution et permet difficilement de distinguer deux 
points proches mais situés dans des plans  focaux differents. En effet la lumière émise 
 75 
par le plan focal, donc nette, est perdue dans la fluorescence émise par les plans 
adjacents au plan focal, qui par définition sont flous. 
Pour résoudre le problème, en microscopie confocale, la surface n’est plus éclairée par 
un faisceau de lumière blanche mais par un rayon laser, concentré par une lentille qui 
va pénétrer dans l’échantillon marqué avec des fluorochromes. Les rayons fluorescents 
provenant d’un seul plan focal émis par l’échantillon après excitation des 
fluorochromes, vont être sélectionnés grâce à un diaphragme variable ou « pinhole » 
qui élimine le signal fluorescent provenant des autres plans et permet ainsi l’obtention 
d’une coupe optique nette correspondant uniquement au plan focal. Ces rayons passent 
alors à travers un bloc de filtrage de longueur d’onde puis arrivent sur un système de 
détection par photo multiplication dans lequel l’intensité lumineuse est mesurée et 
numérisée.  Cette méthode présente également l’avantage, en positionnant le plan focal 
de l’objectif à differents niveaux de profondeur de l’échantillon, de réaliser des séries 
d’images à partir desquelles il est possible d’obtenir une représentation 
tridimensionnelle des objets. 
La microscopie confocale offre donc differents avantages par rapport à la microscopie 
conventionnelle pour la localisation in situ d’une sonde fluorescente dans des cellules 
ou dans des coupes de tissus : 
 Elimination du signal fluorescent provenant d’autres plans grâce au 
« pinhole » 
 Augmentation de la résolution 
 Observation simultanée de differentes sondes fluorescentes 
 Acquisition de séries de sections optiques permettant la reconstruction 
tridimensionnelle 
Elle fournit donc une solution rapide et quantitative pour visualiser et analyser la 
distribution spatiale de plusieurs structures cellulaires. 
b. Préparation des échantillons  
 
Des échantillons de noix, incluant le tégument, ont été fixés à 4°C pendant 96 heures 
dans une solution tampon de cacodylate de sodium 0,05M (pH 7.1) contenant 0.25% 
(v/v) de glutaraldéhyde et 4% de paraformaldehyde (v/v). Ils sont ensuite déshydratés 
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par des solutions d’éthanol (20% pendant 3h, 40% pendant 1h, 60% pendant une nuit, 
80% pendant 2h) et 2 bains d’éthanol absolu pendant 2h. Les échantillons sont infiltrés 
progressivement par de la résine LRWhite (London Resin White) en solution 
alcoolique (proportion 1/4, 1/2 et 2/3 de résine, chaque solution à 4°C pendant environ 
24 heures avec un renouvellement) puis deux bains de résine pure. Ils sont placés dans 
des capsules de gélatine et mis au four à 70°C pendant 12 heures pour polymérisation. 
 
c. Expériences réalisées en microscopie confocale  
 
Des coupes de 1µm d'épaisseur ont été réalisées au couteau de diamant à l’aide d’un 
ultramicrotome (Reichert Ultra-cutE). Elles sont placées sur des lames de verre 
recouvertes d’une couche de téflon présentant des puits de 7mm de diamètre. Plusieurs 
coupes sont colorées avec du bleu de toluidine pour une observation en microscopie à 
fond clair. Les coupes sont saturées pendant 2 heures à température ambiante par une 
solution de PBS 20mM, NaCl 0,14M, KCl 2,7mM, Na2HPO4 7,8mM, KH2PO4 1,5mM 
(pH 7.2) contenant 1% Tween-20 (v/v) et 1% de BSA (m/v). Elles sont ensuite 
incubées une nuit à 4°C en chambre humide avec l’anticorps primaire de lapin anti-Jug 
r 1, purifié par chromatographie d’affinité pour la protéine A, en solution dans la 
solution de saturation. Elles sont lavées avec cette même solution de saturation puis 
traitées par une solution d’anticorps secondaire (IgG de chèvre anti-IgG de lapin 
couplés à la sonde fluorescente Alexa 633, Molecular Probes) dilués au 1/1000 dans la 
solution de saturation, pendant 2 heures à température ambiante. Elles sont ensuite 
lavées à l’eau distillée, puis séchées. Les coupes ont été observées avec un microscope 
équipé d’une tête confocale spectrale (Leica SP2). Les observations ont été réalisées 
avec un objectif 40x (PL APO, AN 1.25) en utilisant la raie à 488nm d’un laser argon 
et la raie 633 nm d’un laser Helium-Néon. La première bande spectrale (500-540nm) 
permet de collecter l’autofluorescence des tissus, la seconde (640-700nm) la 
fluorescence émise par la sonde Alexa 633. Les paramètres d’acquisition (puissance 
des raies laser, gain des photomultiplicateurs) déterminés sur les échantillons contrôles 
sont restés inchangés pour les coupes marquées avec les anticorps primaires. Des 
séries d’images de 10-15 plans focaux (séries en Z avec un incrément de 0,4µm entre 
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chaque plan focal) ont été réalisées. La superposition des deux canaux de fluorescence 
(overlay) est obtenue après projection des plans focaux sur un plan xy par projection 
maximale  
2. Localisation par microscopie électronique en transmission  
 
a. Principe de la microscopie électronique en transmission  
 
La Microscopie Electronique en Transmission (MET ou TEM en anglais pour 
Transmission Electron Microscopy) est une technique de microscopie basée sur le 
principe de diffraction des électrons et pouvant atteindre un grossissement de x 
5.000.000. Le principe du microscope électronique en transmission a été mis au point 
en 1931 par Max Knoll et Ernst Ruska. Il consiste à placer un échantillon 
suffisamment mince sous un faisceau d'électrons utilisé en faisceau cohérent, et de 
visualiser soit l'hologramme obtenu, qui est la figure de diffraction dans le plan focal 
de l'objectif, soit d'utiliser une autre lentille pour obtenir la figure transformée de 
Fourier de la figure de diffraction observable par l'impact des électrons sur un écran 
fluorescent ou de l'enregistrer sur une plaque photo. 
La limite de résolution dépend de la longueur d'onde des électrons, donc de leur 
tension d'accélération, elle serait donc de l'ordre de grandeur du picomètre dans un cas 
idéal. Mais en raison des fortes aberrations elle n'est en réalité que de quelques 
Ångstroms (Å). 
 
b. Expériences réalisées en microscopie électronique en transmission 
(marquage à l’or colloïdal)  
 
Des coupes de 80nm d'épaisseur ont été réalisées au couteau de diamant à l’aide d’un 
ultramicrotome (Reichert Ultra-cutE). Elles sont placées sur des grilles d'or. Le 
protocole est le même que pour la microscopie confocale, sauf pour l'incubation avec 
l'anticorps secondaire. L'anticorps utilisé est un anticorps de chèvre anti-IgG de lapin 
couplé à des particules d'or de 10nm de diamètre, dilué au 1/50 dans la solution de 
saturation (Amersham, RPN422 Auro-Probe EMGAR G10). Après lavage, les coupes 
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sont colorées avec une solution aqueuse d’acétate d'uranyl (5%, m/v), rincées à l'eau et 
séchées. Les observations ont été effectuées avec un microscope électronique en 
transmission Hitachi-H600 (Japon) utilisant un voltage de 100kV et les micrographies 
obtenues avec des films Kodak-Electron (Kodak France). 
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Figure 12 :  Etapes d’inactivation des protéases bactériennes et de purification de 
l’allergène recombinant Jug r 1. 
A : inhibition partielle de la protéolyse bactérienne par utilisation d’un cocktail 
d’inhibiteur et incubation de l’extrait bactérien à 60°C pendant 10 minutes pour inactiver 
les protéases. La flèche met en évidence la bande éliminée après inactivation des 
protéases. 
 
Les figures de droites représentent la succession des étapes de purification de rJug r 1 
après production chez E.coli. 
 
B : extrait protéique bactérien total 
C : purification sur colonne d’affinité pour le nickel 
D : élimination du tag 6His par action de la PreScission protéase 
E : purification sur colonne d’affinité pour l’héparine  
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1. Production de l’allergène recombinant de noix (rJug r 1) 
 
Le clonage de type Gateway a permis grâce à une succession de deux insertions 
directionnelles d’intégrer le gène d’intérêt correspondant à la séquence codant pour la 
protéine Jug r 1 au sein d’un plasmide dit de destination (pDEST). Après essais sur 3 
types de vecteurs de destination, le pDEST choisi (pTH19) a permis l’ajout en amont 
de la protéine d’une séquence « tag » composée de six résidus histidines séparée de la 
protéine par une séquence de coupure spécifique à la preScission protéase. La 
sélection sur antibiotiques ainsi que le séquençage après la première étape de 
recombinaison a permis de retenir 3 clones. La deuxième étape de recombinaison 
(réaction LR) a été réalisée sur 2 de ces clones et a permis, par sélection sur 
antibiotiques confirmée par PCR sur colonie, de conserver 2 clones contenant le gène 
d’intérêt dans le plasmide pTH19.  
 Le choix de la souche bactérienne ainsi que les conditions de culture ont été 
déterminés par la quantité de protéine produite, sa solubilité dans le surnageant de 
lyse, et un faible taux de dégradation en culture. Nous avons finalement retenu la 
souche bactérienne  BL21 DE3 et des conditions de culture de 2h à 37°C après 
induction avec 1mM IPTG. Le rendement de production de Jug r 1 est de 1.6 mg par 
litre de culture. 
La purification par chromatographie d’affinité pour le nickel a permis d’obtenir un 
mélange de 5 protéines en un seul passage à partir du surnageant de lyse (figure 12). 
L’identification en spectrométrie de masse a révélé pour 4 d’entre elles les 
caractéristiques de Jug r 1. Une de ces bandes est située à la taille attendue de 15kD et 
les autres sont situées en deçà. L’intensité de ces bandes augmente au cours de la 
purification  ce qui suggère une dégradation probable de Jug r 1 par des protéases 
bactériennes lors de l’étape de lyse.  L’utilisation d’un mélange d’inhibiteurs de 
protéases et l’incubation du lysat en sortie de presse de French à 60°C pendant 10 
minutes permet d’inhiber partiellement l’action de ces protéases qui se traduit par une 
diminution de l’intensité de ces bandes et la disparition de l’une d’entre elles (figure 
12A). 
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Jug r 1, débarrassée de son tag grâce à l’action de la preScission protéase, est ensuite 
purifiée sur une colonne d’affinité pour l’héparine précédemment utilisée pour d’autres 
albumines 2S (Murtagh, Archer et al. 2003). Jug r 1 est éluée de la colonne à une 
concentration en NaCl de 300mM dans 4 fractions (figure 12E). L’analyse en 
spectrométrie de masse démontre une taille de 14.2 kDa correspondant à la taille 
théorique attendue de 14.1 kDa (figure 13). Bien que la pureté paraisse satisfaisante le 
rendement après passage sur ces deux types de chromatographie, equivalent à 12,5 % 
de proteine recueillie, s’avère très faible en raison de la propension de cette protéine à 
s’adsorber sur les différents types de support utilisés lors des étapes de purification. 
La quantité obtenue a tout de même permis la caractérisation structurale et 
immunologique de l’allergène recombinant et l’obtention d’IgG polyclonaux anti-Jug r 
1 par immunisation de lapins. 
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Figure 13 :  Spectre de masse de rJug r 1 purifiée. 
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2. Isolement de l’allergène de noix (nJug r 1) à partir de l’extrait 
protéique total 
 
 
 
 
Figure 14 :  Purification de la forme native de l’allergène sur colonne d’ immuno-
affinité. 
 
A gauche :  le chromatogramme obtenu après passage sur la colonne d’immunoaffinité 
constituée d’IgG greffés sur des billes de sépharose. Cette courbe montre deux pics 
significatifs observées apres lecture de DO à 280 nm (courbe bleue). La courbe marron 
figure la variation du pH de 8 à 2,7. 
A droite : SDS PAGE ; la première piste correspond à l’extrait protéique total de noix 
déposé sur la colonne  (EB); la deuxième piste correspond au pool des 2 fractions (F3 
et F4) contenant Jug r 1 recueillies apres elution de la colonne à pH 2,7. Les deux 
premieres fractions (F1 et F2) correspondant au premier pic du chromatogramme, non 
representées sur ce gel, contiennent une faible proportion d’IgG decrochés de la 
colonne. 
 
 
 
Les anticorps polyclonaux possèdent une très bonne spécificité pour l’albumine 2S de 
la noix et ont permis grâce à un système de chromatographie d’immunoaffinité de 
purifier Jug r 1 en une seule étape à partir des extraits protéiques totaux de noix (figure 
14). La liaison entre les IgG de lapin purifiées et Jug r 1 sous sa forme native se fait à 
pH basique (pH 8) et l’élution est immédiate à pH 2.7 . 
 080514NHS eb noix001:10_UV  080514NHS eb noix001:10_Cond  080514NHS eb noix001:10_Fractions
-30.0
-25.0
-20.0
-15.0
mAU
2.0 4.0 6.0 8.0 10.0
H1 H2 H3 H4 H5 Waste H5
DO 280 nm 
(mAU)
F1 F3F2 F5F4
25 kDa
20 kDa
15 kDa
10 kDa
 M       EB     Jug r 1  
 87 
Les deux premières fractions contiennent des IgG décrochés du support et les deux 
suivantes l’allergène pur. Jug r 1 est retrouvée sous deux formes, le précurseur, en 
quantité variable et faiblement détectable en immunoempreinte, équivalent de la 
protéine produite chez E coli, et l’assemblage par des ponts disulfure de deux sous 
unités de 8,5 kDa et 3 kDa. L’analyse en spectrométrie de masse confirme la pureté de 
la protéine et l’existence de ses deux sous unités (figure 15).  
 
 
 
Figure 15 : spectre de masse de nJug r 1 purifiée. 
Les 2 sous unités composant la forme native de Jug r 1 correspondent aux pics de masse 
3437,91 et 8009,23. Le pic 11510,81 correspond à la protéine mature composée des deux sous 
unités. Le pic 5751,48 correspond  à la forme dichargée de la protéine 
 
 
Le séquençage en N-terminal a permis de caractériser exactement le début la séquence 
primaire de la protéine qui correspond à l’asparagine située en position 31 du 
précurseur (Figure 16). En revanche, la deuxième sous unité, grande sous unité de 8 
kDa, n’a pu être séquencée en raison d’une modification de la partie N-terminale 
entraînant un blocage de cette partie et ainsi l’impossibilité de réaliser le séquençage 
par la dégradation d’Edman. 
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Figure 16 : séquence du précurseur de l’albumine 2S de noix (Juglans regia) 
La séquence peptidique est inscrite dans les boites représentant respectivement les différents 
domaines prédits, caractérisés ou supposés du précurseur de Jug r 1 (16,5 kDa). Le peptide 
signal a été prédit à l’aide de divers serveurs (SignalP 3.0 Server ; TargetP 1.1 Server…). 
L’extrémité N-terminale de la petite sous unité a été séquencée par la méthode de dégradation 
d’Edman. Le PolyPeptide Amino Terminal (PPAT) est déduit après prédiction du peptide 
signal et séquençage de l’extrémité N-terminale de la petite sous unité. Le PolyPeptide 
Carboxy Terminal (PPCT) reste à définir précisément. Le peptide signal, le peptide 
intermédiaire entre les deux sous unités ainsi que les PPAT et PPCT sont éliminés lors de la 
maturation post traductionnelle du précurseur. Les deux peptides restants hachurés en gris 
représentent la petite (3,5kDa) et la grande sous unité (8kDa) qui sont reliées par des ponts 
disulfure et constituent la protéine mature 
LRQVVRRQQQQQGLRGEEMEEMVQSARDLPNECGISSQRCEIRRSWF
MAALLVALLFVANAAA NPRRRGEGCREQIQRQQFRTTITTMEIDEDID
NLNHCQYYLRQQ SRSGGYDEDNQRQH FRQCCQQLSQMDEQCQCEG
Peptide signal PPAT Petite sous unité (3,5 kDa)
grande sous unité (8 kDa)
PPCT ?
?
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3. Caractérisation structurale de l’allergène recombinant et natif 
a. Caractérisation de la structure secondaire  
 
 
L’immunoréactivité de rJug r 1 suggère que l’allergène recombinant est correctement 
replié et possède une conformation analogue à celle de l’allergène natif. Cependant, il 
est nécessaire de pouvoir confirmer cette conformation par dichroïsme circulaire et de 
la confronter à celle obtenue pour l’allergène natif. L’allergène Jug r 1 natif présente 
un spectre de dichroïsme circulaire typique de structures « tout hélice alpha » avec un 
pic positif à 190 nm et deux autres négatifs à 208nm et 222nm. L’allergène 
recombinant présente le même profil (figure 17) indiquant une structure secondaire 
identique pour les 2 formes de la protéine constituée majoritairement d’hélices α. 
 
 
 
Figure 17 :  Spectre de dichroïsme circulaire de nJug r 1 et rJug r 1 
La courbe continue correspond au spectre de DC de nJug r 1 [0.3 mg/ml] et la courbe 
discontinue correspond au spectre de DC de rJug r 1 [0.3 mg/ml]. 
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b. Construction du modèle tridimensionnel 
 
Les albumines 2S de graines constituent une famille assez bien conservée. Les 
pourcentages d’identité se situent en moyenne autour de 30 % et les pourcentages de 
similitude des séquences primaires sont compris entre 54 et 76%. Cependant 
l’alignement des séquences des albumines 2S  centré sur l’arrangement des cystéines 
suggère une homologie structurale plus qu’une homologie séquentielle. En effet huit 
résidus de cystéine, très conservées, formant quatre ponts disulfure, confèrent un 
repliement très conservé à la chaîne polypeptidique et jouent apparemment un rôle 
important dans la stabilité de la protéine. L’excellente conservation des structures 
secondaires, principalement des hélices α prédites par l’analyse des profils HCA 
(figure 19) autorise une approche de modélisation moléculaire par homologie pour 
construire le modèle de l’allergène recombinant de Jug r 1 à partir des coordonnées 
RMN de Ric c 1 (albumines 2S du ricin). Ce modèle présente le repliement classique 
des albumines 2S constitué de 4 hélices α (α1, α2, α3, α4) connectées par des boucles 
(figure 18). En  réalité l’hélice α1 est constituée de deux courtes hélices 8CREQI12 et 
19NHYYL23 séparées par une boucle de 6 résidus. 
 
 
Figure 18 :  Représentation  en ruban du modèle tridimensionnel de rJug r 1 
montrant les 4 hélices α en rose reliées par des boucles figurées en vert.  
N et C représentent les extrémités N et C-terminale de Jug r 1.  
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Figure 19 : Comparaison des profils HCA de Jug r 1 et de  Ric c 1. 
Les 4 hélices α présentes dans Ric c 1  sont délimitées sur les profils HCA de rJug r 1  
 
4. Caractérisation immunologique de l’allergène recombinant et natif  
 
La réactivité des deux protéines vis à vis des IgG et IgE est une étape importante pour 
valider l’allergène recombinant. Des immuno-empreintes réalisées avec des sérums de 
patients diagnostiqués allergiques à la noix ont permis de mettre en évidence une 
reconnaissance des 2 formes de Jug r 1 par les IgE de 3 patients (figure 20). 
L’ immunoréactivité des 2 allergènes vis à vis des IgG et IgE a été également  mesurée 
et comparée par la méthode de compétition par ELISA. L’incubation préalable des IgE 
de patients allergiques à la noix avec nJug r 1 entraîne une inhibition totale de la 
reconnaissance de rJug r1. La réactivité immunologique des formes de Jug r 1 est donc 
tout à fait comparable (figure 21). 
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Figure 20 : Immuno-empreintes réalisées avec rJug r 1 et nJug purifiés, à l’aide 
des sérums de patients diagnostiqués allergiques à la noix. (R : rJug r 1 , 
N : nJug r 1). 
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Figure 21 : Mesure de l’inhibition de la liaison entre les IgE d’un pool de sérums 
de patients allergiques à la noix et rJug r 1 par des concentrations croissantes 
de nJug r 1. 
 
ELISA inhibition réalisée avec rJug r 1 (500 ng/ml) fixé sur la plaque. La 
préincubation des IgE a été réalisée pendant 45 minutes avec des concentrations 
croissantes de nJug r 1 (100, 250, 500, 750 ng/ml) ou de rJug r 1 (250, 750 ng/ml). 
Le diagramme représente le pourcentage d’inhibition observé après préincubation des 
IgE avec nJug r 1 en bleu ou avec rJug r 1 en bordeaux. 
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Figure 22 : Tests de dégranulation de basophiles de rat transfectés avec la chaîne 
α du récepteur humain FcεRI liant les IgE en présence de Jug r 1 sous forme 
native et recombinante. 
 
A, B et C correspondent aux résultats obtenus après incubation des cellules pendant 48h 
avec 3 sérums de patients allergiques à la noix avant sensibilisation par l’allergène.  
E correspond aux résultats obtenus après incubation des cellules pendant 48h avec 1 
sérum de patient non-allergique à la noix avant sensibilisation par l’allergène. 
F correspond aux résultats obtenus après incubation des cellules pendant 48h avec les 
3 sérums de patients allergiques à la noix avant sensibilisation par de l’albumine 
sérique bovine (BSA) 1000ng/ml. 
-10
0
10
20
30
40
50
0 10 100 1000 2000
concentrations Jug r 1 (ng/ml)
%
 
de
gr
a
n
u
la
tio
n
-20
0
20
40
60
80
100
120
140
0 10 100 1000 2000
concentrations Jug r 1 (ng/ml)
%
 
de
gr
a
n
u
la
tio
n
-20
0
20
40
60
80
100
120
0 10 100 1000 2000
concentrations Jug r  1 (ng/ml)
%
 
de
gr
an
u
la
tio
n
A B
C
-20
0
20
40
60
80
100
0 10 100 1000
concentration  Jug r 1 (ng/ml)
%
 
de
gr
an
u
la
tio
n
E
-20
0
20
40
60
80
100
1 2 3
patients
%
 
de
gr
a
n
u
la
tio
n
F
 94 
Des expériences de relargage de la β-hexosaminidase ont été réalisées à partir de 
cellules basophiles de rat (RBL-2H3) transfectées de façon stable avec la chaîne α du 
récepteur humain de haute affinité FcεRI liant les IgE. Ce type de cellules ainsi que ce 
test sont fréquemment utilisés pour évaluer le caractère allergénique des protéines. 
(Dibbern, Palmer et al. 2003; Marchand, Mecheri et al. 2003; Reese, Viebranz et al. 
2005). La stimulation des cellules préalablement incubées en présence de 3 sérums de 
patients allergiques à la noix, par les deux formes de Jug r 1 présente un profil 
identique. La dégranulation des cellules est proportionnelle à la quantité de protéine 
appliquée lors d’une stimulation des cellules par la protéine native aussi bien que lors 
de la stimulation avec la protéine recombinante. Pour deux sérums, la dégranulation 
atteint la valeur maximale pour une concentration équivalente à 2µg/ml d’allergène 
(figure 22). Ces résultats viennent confirmer par ce test cellulaire le caractère 
allergénique similaire des 2 formes de l’allergène de noix. 
 
5. Discussion 
 
La production d’allergènes recombinants est à l’heure actuelle un enjeu important, en 
tant qu’outil diagnostique et thérapeutique. Elle permet notamment la standardisation 
des tests de diagnostic, le développement de puces d’allergènes ou encore la 
production d’hypoallergènes. Cependant l’utilisation de ce type d’allergènes requiert 
quelques précautions car il n’est pas concevable d’utiliser un allergène recombinant 
sans préalablement vérifier si ce dernier présente des caractéristiques physico-
chimiques et immunologiques similaires à celles de son homologue natif. La 
production de l’allergène majeur de la noix chez E.coli ainsi que l’isolement de cet 
allergène à partir d’extraits protéiques de graines a permis la caractérisation et la 
comparaison des propriétés structurales et immunologiques des 2 formes de Jug r 1. 
 
.  
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La maturation post-traductionnelle des albumines 2S est largement décrite dans la 
littérature {Monsalve, 1993 #311;Monsalve, 1991.#310;Menendez-Arias, 1988 #314}. 
A quelques rares exceptions, comme Ara h 2 qui semble conserver une seule chaîne 
peptidique, les albumines 2S sont clivées en deux sous unités lors de la maturation 
(Maleki, Viquez et al. 2003). Jug r 1, sous sa forme native, est un hétérodimère 
constitué de 2 sous unités de 8 kDa et 3,5 kDa reliées par deux ponts disulfure. La 
maturation débute sitôt après la traduction de l’ARNm commun en précurseur. Cette 
pré-protéine est composée de l’intégralité de la séquence peptidique et du peptide 
signal, et subit, après pontage disulfure, une protéolyse limitée entraînant la formation 
de 2 sous unités de taille différentes (Muntz 1998). Dans le cas de Jug r 1, le début de 
la petite sous unité se situe au niveau du résidu asparagine en position 31 de la 
séquence du précurseur. Comme décrit pour l’ albumine 2S de la noix du Brésil Ber e 
1 (Bertholletia excelsa) et de la graine de ricin Ric c 1 (Ricinus communis) (Saalbach, 
Rosso et al. 1996; Brown, Jolliffe et al. 2003), Jug r 1 semble subir une série de 
modifications post traductionnelles jusqu'à la formation de ses deux sous unités. Le 
signal peptide 1MAALLVALLFVANAAA16 situé en N terminal de la protéine est 
vraisemblablement éliminé après passage dans le réticulum endoplasmique puis les 
polypeptides terminaux (17FRTTITTMEIDEDIDN32 pour l’extrémité N-terminale  et 
un peptide C terminal restant à définir) sont éliminés à l’entrée des corps protéiques. 
 
Le fait que les albumines 2S soient codées par des familles multigéniques induit très 
fréquemment un nombre variable d’isoformes dans la graine mature (Moreno and 
Clement, 2008 Viquez, Summer et al. 2001; Hales, Bosco et al. 2004). Pourtant la 
révélation de Jug r 1 au sein de l’extrait total de protéines de noix par les anticorps 
spécifiques démontre l’existence d’une seule isoforme de cet allergène dans la graine. 
 
La forme recombinante de Jug r 1, du fait de sa production en système hétérologue 
procaryote n’a pas subi de modification post traductionnelle. Elle se trouve donc sous 
la forme d’une pré-protéine constituée d’une seule chaîne. Cependant la caractérisation 
de la structure secondaire par dichroïsme circulaire démontre une structuration 
identique pour les 2 formes, constituée majoritairement d’hélices α et confirme un 
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repliement correct de la protéine recombinante dans le système de production utilisé. 
Cette similitude de conformation, malgré l’absence de modification post 
traductionnelle peut s’expliquer, pour la forme recombinante, par la chronologie des 
étapes du processus de maturation. En effet, la protéolyse est réalisée après formation 
des ponts disulfure (Muntz 1998) qui vont stabiliser la structure tertiaire déjà acquise 
de la protéine. Cette différence structurale entre rJug r 1 et nJug r 1 ne modifie donc 
globalement pas la structuration tertiaire de la protéine. La conformation correcte de 
l’allergène recombinant est illustrée par une interaction avec les IgE des patients 
allergiques comparable à celle de la forme native. L’activité immunologique de nJug r 
1 et rJug r 1 analysée par l’activation de basophiles démontre une importante activité 
stimulatrice des cellules de l’immunité et surtout une très grande analogie entre les 
deux formes pour cette capacité. 
 
 
 
 
 
Un modèle tridimensionnel de l’allergène recombinant rJug r 1 a pu être réalisé par  
modélisation moléculaire par homologie. Cette approche a été rendu possible grâce à 
la très bonne conservation des éléments de structure secondaire au sein de la famille 
des albumines 2S. Jug r 1 est constituée de 5 hélices α connectées par des boucles. 
Cette conformation est stabilisée par la présence des 4 ponts disulfure, caractéristique 
décrite également pour les LTPs qui constitue un autre groupe très important 
d’allergènes alimentaires d’origine végétale. Car i 1 et Ara h 2 pour lesquels la même 
stratégie de modélisation a été réalisée présentent une conformation très similaire à Jug 
r 1, confirmant la conservation structurale au sein des albumines 2S (Barre, Borges et 
al. 2005). 
 
 
 
 
 
 
Les similitudes structurale et immunologique observées entre la forme recombinante et 
native de Jug r 1 indiquent que la forme recombinante peut parfaitement remplacer la 
forme naturelle, dont la purification reste parfois difficile, dans des applications 
diagnostique et thérapeutique. L’utilisation d’allergènes recombinants permet ainsi de 
diagnostiquer plus précisément les allergènes incriminés ainsi que les réactions 
croisées susceptibles d’intervenir avec d’autres allergènes voisins. rJug r 1 offre toutes 
les garanties pour remplacer avantageusement l’allergène natif nJug r 1 dans les tests 
de diagnostic de l’allergie à la noix.  
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PARTIE II 
 
DISTRIBUTION ET 
LOCALISATION  
DE Jug r 1  
DANS LA GRAINE DE 
NOIX 
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Figure 23 : Double diffusion en 
gel (Ouchterlony) et 
immunoempreinte réalisée sur 
Jug r 1 purifiée et extrait 
protéique total de noix avec des 
IgG de lapins immunisés contre 
rJug r 1. 
 
A : double diffusion entre Jug r 1 
et des sérums de lapins immunisés 
pendant 2 mois contre rJug r 1.  
B : double diffusion entre Jug r 1 
et des sérums de lapins immunisés 
pendant 3 mois contre rJug r 1. 
C : Immunoempreinte réalisée avec 
les IgG de lapins immunisés contre 
rJug r 1. 
           1, 2, 3 : Extraits protéiques 
totaux de noix (50, 20, 10 µg) 
           4 : r Jug r 1 + tag 6His 
           5 : r Jug r 1  
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1. Dosage de Jug r 1 dans les extraits protéiques totaux de noix 
 
Les différents dosages ont été effectués par la méthode ELISA à l’aide d’IgG 
polyclonales anti-Jug r 1 produites chez le lapin. Avant utilisation, les anticorps ont été 
testés afin de vérifier leur spécifié envers Jug r 1. Ces tests ont été réalisés grâce aux 
méthodes combinées de double diffusion en gel (méthode d’Ouchterlony) et 
d’immunoempreinte. Le test d’Oucherlony permet de visualiser un arc de précipitation 
entre nJug r 1 ou rJug r 1 et les anti sérums obtenus chez 2 lapins immunisés contre 
cette dernière protéine (figure 23). Les immunoempreintes réalisées sur l’extrait 
protéique brut de graines révèlent une seule bande d’environ 10 kDa (figure 23). Ceci 
met en évidence l’excellente spécificité des anticorps utilisés.  
Les dosages ELISA, associés à une gamme etalon réalisée à partir de nJug r 1 purifiée, 
possedent tous un coefficient de correlation superieur à 0,99 avec une valeur moyenne 
de R= 0,9948. Cette valeur de R a été un prerequis à la calibration de cette technique 
notamment pour la determination de la dilution maximale des anticorps anti-Jug r 1 à 
utiliser (1/1000) . 
Ces dosages. indiquent une quantité relativement faible de Jug r 1 dans l’extrait. Dans 
un extrait total de noix dont la concentration protéique est estimée à 1,450 mg/ml, la 
concentration de Jug r 1 est comprise entre 40 ± 2.2 et 43 ± 2.1  µg/ml. Jug r 1 
représente donc environ 3 % de l’extrait protéique total. (Tableau 3) 
 
 
 
Tableau 5 : Récapitulatif des données de quantification en ELISA de Jug r 1 dans 
l’extrait protéique total de noix (1,450mg/ml) 
dilutions de 
l'extrait 
protéique total 
de noix 
DO1 
concentration 
Jug r 1 
(µg/ml) 
DO2 
concentration 
Jug r 1 
(µg/ml) 
DO3 
concentration 
Jug r 1 
(µg/ml) 
concentration 
moyenne 
(µg/ml) 
écart 
type 
50 1,338 41,88 1,206 37,75 1,315 41,16 40,26 2,20 
100 0,717 44,94 0,701 43,94 0,651 40,82 43,24 2,15 
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Figure 24 : Etude de la localisation de Jug r 1 dans la graine de noix étudiée par 
microscopie confocale à balayage laser. 
Toutes les images correspondent à des projections maximales de 7 plans confocaux. Le 
marquage de Jug r 1 apparaît en rouge. Le marquage vert correspond à l’auto fluorescence des 
constituants cellulaires.  
La zone 1 correspond aux premières couches de cellules situées sous le tégument et les autres 
zones correspondent ensuite à un champ optique supplémentaire. 
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2. Localisation immuno-cytochimique de Jug r 1 en microscopie 
confocale et électronique 
 
Les cellules de noix présentent deux types majeurs de structures intra cellulaires : des 
vacuoles de petite taille, regroupées, globulaires, aux contours réguliers et des 
vacuoles  volumineuses aux contours irréguliers. Les structures présentant un signal 
d’auto fluorescence à 488 nm correspondent aux corps protéiques, structures de 
stockage des protéines de réserve. Les corps lipidiques n’émettent aucune 
fluorescence. Les corps lipidiques et les corps protéiques occupent presque tout 
l’espace cellulaire laissant un espace réduit pour le cytosol.   
 
Le marquage réalisé à l’aide des anticorps de lapins présente une grande hétérogéneité 
montrant à la fois des zones fortement marquées et des zones non marquées telles que 
le tégument, les tissus vasculaires ou le corps lipidiques.  
 
La répartition de Jug r 1 au sein de la graine n’est pas uniforme et présente une 
organisation particulière. Il existe un gradient de densité et d’intensité du marquage 
très prononcé partant des cellules situées sous le tégument jusqu’aux cellules situées 
plus à l'intérieur (figure 24). Au sein des corps protéiques, le marquage n’est pas 
distribué de manière homogène. Celui ci est principalement observé en périphérie des 
corps protéiques. Il existe également au sein des corps protéiques des zones de 
marquage plus intenses  
 
Une localisation sub-cellulaire plus détaillée est  réalisée par microscopie électronique 
à l’aide d’un anticorps secondaire couplé à des particules d’or (figure 25). Les corps 
protéiques apparaissent denses aux électrons à l’inverse des corps lipidiques. Le 
marquage est assez dispersé dans le corps protéique mais est généralement plus dense 
en périphérie. Cette distribution périphérique de Jug r 1 dans les corps protéiques est  
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Figure 25 : Etude de la localisation de Jug r 1 par microscopie électronique à 
transmission après marquage a l’or colloïdal. 
L’image supérieure correspond à une coupe de noix, identique à celle utilisée en microscopie 
électronique, colorée au bleu de toluidine et observée en microscopie optique. 
Les flèches indiquent les zones de marquage plus intense en périphérie des corps protéiques. 
 
CP : corps protéiques 
CL : corps lipidiques 
CP
CL
CL
CPCP
CL
X40
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donc confirmée par l’observation en microscopie électronique. Le marquage est 
totalement absent dans les corps lipidiques 
 
3. Discussion  
 
La majorité des études réalisées sur les protéines de réserve et les corps protéiques 
concernent les céréales ou les légumineuses connues pour leur intérêt agronomique. 
Très peu d’études ont été réalisées sur des protéines de réserve de graines oléagineuses 
comme la noix. Ce travail apporte des informations sur la distribution de Jug r 1, 
définie et confirmée comme protéine de réserve de la noix, dans la graine. L’intégralité 
des protéines Jug r 1 se trouve séquestrée dans des structures cellulaires, les corps 
protéiques. Ces structures présentent notamment un rôle important de protection des 
ressources protéiques nécessaires à la plantule, vis à vis des dégradations prématurées 
pouvant se produire dans la graine. 
 
Jug r 1 se localise dans l’ensemble des corps protéiques dans des proportions de plus 
en plus importantes de l’extérieur vers l’intérieur de la graine. Ce gradient peut être le 
résultat d’une maturation différentielle des protéines de la graine dans les zones 
proches de l’embryon et dans les zones éloignées. 
 
La localisation de Jug r 1 dans les corps protéiques suggère qu’une fois synthétisée la 
protéine est adressée spécifiquement dans ces structures pour être stockée et servir par 
la suite de réserve en azote et acides aminés pour le développement de l’embryon lors 
de la germination. Cette localisation confirme son statut de protéine de réserve et 
implique certainement la présence dans sa structure d’une séquence informative 
spécifique dirigeant les protéines vers les compartiments vacuolaires dont dérivent les 
corps protéiques. Le séquençage de la partie N terminale décrit dans la 
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première partie de ce travail a permis d’identifier la séquence 
17FRTTITTMEIDEDIDN32, située entre la fin du peptide signal et le début de la 
protéine mature, dans laquelle pourrait se trouver le signal d’adressage aux corps 
protéiques.  Ces signaux décrits en position N terminale pour la sporamine (Matsuoka 
and Nakamura 1991) et l’aleurain de blé (Holwerda, Padgett et al. 1992) ou en position 
C terminal pour  une albumine 2S  issue de la noix du Brésil (Saalbach, Rosso et al. 
1996), contiennent souvent un motif de type NPIR. Un motif similaire, 32NPR34 
retrouvé dans la séquence de Jug r 1 pourrait être à l’origine de cet adressage aux corps 
protéiques.  
 
Contrairement au cas des LTP de pêche et de pomme qui se trouvent concentrées dans 
la peau des fruits et qui sont de ce fait plus faciles à éliminer de l’alimentation des 
patients allergiques (Borges, Jauneau et al. 2006), aucune précaution de ce type n’est 
envisageable pour la noix du fait d’une répartition de Jug r 1 dans toutes les régions de 
la graine à l’exception du tégument. 
 
La quantification de Jug r 1 dans l’extrait protéique total suggère qu’avec une 
proportion de 3 %, Jug r 1 n’est pas une protéine majoritaire de la noix. Dans ce cas, 
l’abondance de la protéine n’apparaît pas comme un déterminant de l’allergénicité. 
D’autres facteurs tels que la résistance aux protéases digestives, décrite pour Jug r 1 
dans le chapitre 4 de cette étude ou encore sa stabilité lors des procédés de 
transformation utilisés dans l’agroalimentaire, peuvent s’avérer plus importants pour 
expliquer l’allergénicité d’une protéine peu abondante comme Jug r 1.  
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PARTIE III 
 
ETUDE DE LA 
STABILITE DE 
Jug r 1 
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Figure 26 : Spectres CD de Jug r 1 (0.3 mg/ml) enregistrés aux différentes 
températures testées.  
Les spectres obtenus sont superposables et traduisent le maintien de la structure secondaire en 
hélice α, de Jug r 1, jusqu’à 90°C. 
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Figure 27 : Variation d’ellipticité à 222 nm durant l’accroissement de la 
température. 
La valeur d’ellipticité mesurée à 222 nm traduit les modifications de la structure secondaire, 
celle-ci reste relativement constante pour Jug r 1, lors de l’augmentation de la température. 
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1. Résistance de Jug r 1 à la dénaturation thermique 
 
La stabilité thermique de Jug r 1 a été étudiée à l’échelle de la structure secondaire par 
analyse en dichroïsme circulaire. La mesure d’ellipticité à 222nm permet de mettre en 
évidence les modifications éventuelles pouvant intervenir au sein des hélices α de Jug r 
1 lors d'une variation de température. L’ellipticité reste relativement constante  entre 
20 et 90°C mettant en évidence l’absence de modification structurale pour Jug r 1 lors 
de l’accroissement de température (figure 27). Les spectres obtenus dans l’UV lointain 
à 37.5°C, 60°C et 90°C confirment cette observation. Ils sont en effet superposables et 
identiques au spectre enregistré à 20°C. Bien que les valeurs d’ellipticité soient plus 
faibles, le spectre obtenu lors du retour à température ambiante après chauffage 
présente une allure similaire aux autres spectres. Cette légère diminution des valeurs 
d’ellipticité, dans ce cas, laisse présager un léger phénomène d’agrégation de la 
protéine lors du retour à 20°C après chauffage. L’agrégation entraîne une diminution 
de la concentration de Jug r 1 en solution qui se traduit par une diminution des valeurs 
d’ellipticité. Cependant le maintien d’un pic maximum autour de 190nm combiné à 
deux minima situés autour de 210nm et 222nm sur ce spectre confirme le maintien de 
la structure en hélice α pour les protéines qui demeurent non agrégées. (figure 26) 
2. Résistance de Jug r 1 lors de traitements enzymatiques et immuno-
réactivité de l’allergène après digestion 
 
La protéine Jug r 1 a été incubée en présence de pepsine, protéase majeure du suc 
gastrique, ainsi qu’en présence d’un mélange trypsine/chymotrypsine qui sont les 
protéases intestinales majoritaires. Les immuno-empreintes réalisés à partir de 
prélèvements aux différents temps de digestion à la pepsine et révélés à l’aide de 
l’anticorps anti-Jug r 1 (lapin) montrent la présence de Jug r 1 jusqu’à 30 minutes de 
digestion. L’intensité de cette bande est similaire pour les prélèvements réalisés à des 
temps inférieurs à 10 minutes. Cette intensité diminue ensuite progressivement jusqu’à 
30 minutes de digestion puis la protéine n’est plus détectée après 60 minutes (figure 
29). 
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Figure 28: Immunoréactivité de Jug r 1 à différents temps de digestion par 
la pepsine en milieu acide. 
L’axe des ordonnées représente le % d'inhibition de la liaison entre Jug r 1 native et les IgG 
spécifiques de Jug r 1 traduisant l’immunoreactivité de la protéine digérée et des peptides de 
digestion. 
 
 
 
 
          Figure 29 : Digestion in vitro de Jug r 1 native par la pepsine. 
av correspond à l’échantillon contenant Jug r 1 avant digestion. ap correspond à l’échantillon 
contenant Jug r 1 incubée à 37°C  pendant 90 min dans le tampon de digestion (pH 1.2). 
L’immunoempreinte obtenue avec le ratio pepsine/allergène =27000 /mg et le ratio 2700/mg 
sont identiques.  
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Jug r 1 résiste à la digestion pepsique pendant 10 minutes et conserve son intégrité 
jusqu’à 30 minutes après action de la pepsine. Les immuno-empreintes réalisées dans 
les mêmes conditions pour les prélèvements de la digestion par la 
trypsine/chymotrypsine montrent une intensité similaire correspondant à Jug r 1 et ce 
même après 120 minutes de digestion. Alors que la BSA utilisée comme protéine de 
référence est hydrolysée dans les premières minutes d’incubation, Jug r 1 résiste 
beaucoup mieux à la protéolyse enzymatique. 
Concernant la digestion pepsique, aucun peptide de lyse n’est mis en évidence par 
l’anticorps lors de la disparition progressive de la grande sous unité de Jug r 1. Ces 
peptides peuvent être trop petits ou en trop faible quantité pour être détectés ou bien 
les épitopes présents sont totalement dégradés après action de la pepsine. La 
dégradation des épitopes est confirmée par la mesure de l’immunoréactivité de la 
protéine digérée, réalisée par compétition en ELISA. La liaison entre Jug r 1 et 
l’anticorps anti-Jug r 1 est précédée d’une incubation avec les différents aliquots de 
digestion. La réactivité des fragments de digestion éventuels est ainsi mise en évidence 
par une diminution d’absorbance. Les valeurs de d’absorbance croissent et 
correspondent à une disparition progressive de Jug r 1 lors de l’action de la pepsine. 
L’inhibition de la liaison entre Jug r 1 et l’anticorps est totale pour les prélèvements 
réalisés dans les toutes premières minutes puis diminue à partir de 5 minutes jusqu’à 
l’absence totale d’inhibition après 60 minutes (figure 28). Cette corrélation entre les 
résultats obtenus en Western blot et ceux obtenus en ELISA indique l’absence d’ 
immunoréactivité des fragments obtenus après digestion pepsique et confirme la 
dégradation des épitopes de Jug r 1 par la pepsine.  
Les résultats similaires des immuno-empreintes et des dosages ELISA confirment la 
résistance de Jug r 1 à la trypsine/chymotrypsine au moins durant 120 minutes (figure 
30 et 31). La digestion ne modifie pas l’immunoréactivité de Jug r 1 et l’incubation de 
l’anticorps avec les aliquots, prélevés à différents temps d’incubation, inhibe 
complètement l’interaction avec Jug r 1. On obtient le même résultat lorsque 
l’anticorps est mis en contact avec Jug r 1 incubée en l’absence d’enzyme pendant 120 
minutes dans le tampon acide. (pH 1,2) utilisée pour la digestion pepsique.  
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Figure 30 : Immunoréactivité de Jug r 1 avant et après digestion par le mélange 
trypsine/chymotrypsine en milieu basique. 
  
 
 
 
 
 
Figure 31 : Digestion in vitro de Jug r 1 native par la trypsine et la chymo-
trypsine. 
ap correspond à l’échantillon contenant Jug r 1 incubée à 37°C  pendant 90 min dans le 
tampon de digestion (pH 8). Ratio trypsine/chymotrypsine/allergène =400 /4 /mg   
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 Jug r 1 reste stable et conserve la même immunoréactivité vis à vis des anticorps de 
lapins à pH acide. 
 
3. Effet de l’environnement protéique et lipidique lors des traitements 
enzymatiques 
 
D’autres protéines ou d’autres composants des graines, tels que les lipides ou les 
sucres, pourraient avoir un effet protecteur sur les protéines lors de la protéolyse 
digestive (Lehrer, Ayuso et al. 2002; van Wijk, Nierkens et al. 2005). Afin de vérifier 
cette hypothèse les digestions ont été effectuées en parallèle sur l’extrait protéique 
total non délipidé. La digestion a lieu dans les mêmes conditions que pour Jug r 1 
purifié et l’immunoréactivité de Jug r 1 est vérifiée par la méthode d’inhibition par 
ELISA. Les valeurs d’absorbance obtenues lors de l’inhibition de la liaison Jug r 1 / 
anti-Jug r 1 sont identiques à celles obtenues avec l’allergène purifié. La présence 
d’autres protéines ou d’autres composants de l’extrait de noix ne paraît pas renforcer la 
résistance de Jug r 1 vis à vis des protéases digestives.   
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Figure 32 : Effet de l’environnement protéique et lipidique présent dans l’extrait 
brut de noix lors de l’action des protéases sur Jug r 1. 
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4. Discussion 
 
Bien que les tests de digestion in vitro que nous avons utilisés s’éloignent 
beaucoup des conditions physiologiques de la digestion stomacale et intestinale, ils 
nous ont permis d’apprécier la résistance de Jug r 1 à la protéolyse digestive. 
  
Les paramètres utilisés lors de ces expériences, notamment le ratio protéase / 
allergène et le pH du tampon, sont très importants. En effet, des variations du ratio ou 
du pH lors de la protéolyse peuvent affecter la dégradation des allergènes en modifiant  
l’activité de l’enzyme. L’étude de Alcocer et al. (Alcocer, Murtagh et al. 2002) met en 
évidence les divergences de résultats obtenus pour l’ovalbumine lors de l’action de la 
pepsine lorsque ces paramètres varient. Ils démontrent que la résistance de la protéine 
peut varier très fortement selon le ratio enzyme/allergène utilisé.  
Ce ratio enzyme/allergène est variable d’un individu à l’autre et selon les 
périodes de la journée et de ce fait difficile à évaluer in vivo. Cependant un test 
standardisé utilisant un ratio de 10 000U pepsine/mg d’allergène a été réalisé dans 9 
laboratoires différents et validé après comparaison des résultats obtenus (Moreno 
2007). Les expériences réalisées dans le cadre de ce travail sont le résultat de mises au 
point concernant le ratio enzyme/allergène, basées sur la valeur de cette 
standardisation. Les ratios utilisés apportent des résultats identiques et confirment 
donc les conclusions obtenues concernant la résistance de Jug r 1 vis à vis de l’action 
des protéases digestives. 
 
La stabilité thermique et enzymatique observée pour Jug r 1 est en accord avec 
les résultats obtenus pour d’autres protéines appartenant à la famille des albumines 2S 
et plus largement à la superfamille des prolamines qui comprennent d’autres protéines 
très résistantes telles que les LTPs. Cette stabilité se caractérise par le maintien de 
l’intégrité de ces allergènes lors de la digestion ou lors de l’accroissement de la 
température. La résistance des albumines 2S varie de 15 minutes pour Ber e 1 à 120 
minutes pour Ses i 1 alors que des protéines considérées comme sensibles sont 
totalement dégradées en quelques minutes seulement (Murtagh, Archer et al. 2003; 
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Moreno 2007). Pour toutes ces protéines, cette résistance est attribuée à la présence 
d’une structure compacte stabilisée par les ponts disulfure reliant les résidus de 
cystéine. Cette structure décrite pour beaucoup d’albumines 2S a également été prédite 
pour Jug r 1 par modélisation moléculaire (Partie I). Elle est constituée d’un « cœur » 
protéique compact rendant les sites de coupure aux protéases certainement plus 
difficile d’accès (Sen et al, 2002) et assurant ainsi le passage d’allergènes intacts entre 
l’estomac et l’intestin. 
 
Il est actuellement admis que le système immunitaire intestinal joue un rôle 
pivot dans les réactions impliquées dans les allergies alimentaires. L’épithélium 
intestinal est en contact direct avec les lymphocytes T situés directement au sein des 
enterocytes ou à la base de ceux-ci. La présence de cellules particulières appelées 
cellules M permet le transport de la majorité des allergènes présents dans la lumière 
intestinale jusqu’aux cellules immunitaires présentes dans les tissus lymphoïdes 
adjacents. Ces cellules M agissent ainsi comme des cellules présentatrices d’antigènes 
(Hershberg and Mayer 2000; Nicoletti 2000; Chambers, Wickham et al. 2004). La 
capacité à atteindre la muqueuse intestinale, si ce n’est sous sa forme native, au moins 
sous une forme immunogène, est donc un prérequis important pour faire d’une 
protéine un allergène. Il est difficile de prédire si la stabilité et l’immunoréactivité de 
Jug r 1 définie in vitro pendant 30 minutes permet à Jug r 1 d’atteindre la muqueuse 
intestinale sous une forme immunogène. Cependant il est important de noter que 
lorsqu’elle est ingérée, Jug r 1 se trouve protégée au sein de structures pseudo-
cristallines très compactes et très riches en protéines de réserve que sont les corps 
protéiques (partie 2) et non sous forme soluble comme dans les tests réalisés in vitro. 
Cette résistance intrinsèque de la protéine observée in vitro pourrait donc être 
amplifiée in vivo par leur localisation dans les corps protéiques qui maintiennent les 
protéines sous forme déshydratée (Robotham, Teuber et al. 2002).  
Cette résistance lors de la digestion pepsique a été démontrée chez le modèle 
murin et in vitro pour des corps protéiques de l’arachide. Le relargage d’un grand 
nombre de corps protéiques après digestion des graines est suivi d’une internalisation 
rapide de ces corps protéiques par les cellules M jusqu’aux cellules immunitaires 
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basales pouvant expliquer ainsi la forte immunoréactivité de l’arachide (Chambers, 
Wickham et al. 2004).Du fait d’une distribution in situ similaire pour Jug r 1 et Ara h 
2, démontrée dans la deuxième partie de ce travail, il est possible d’envisager un 
phénomène identique pour l’allergène de noix. Lors de la digestion, Jug r 1 dans sa 
forme intacte grâce à sa résistance aux protéases, ainsi que les corps protéiques 
partiellement dégradés, pourraient atteindre l’épithélium intestinal et ainsi après 
transport via les cellules M, être mis en contact avec les lymphocytes du tissu 
lymphoïde basal.  
 
La consommation de noix crues, n’ayant subi aucune transformation culinaire 
(cuisson) ou hydratation préalable, favorise le maintien de la structure cristalline des 
corps protéiques. L’hydratation des corps protéiques qui assure la solubilisation de 
leurs protéines et leur protéolyse reste ainsi limitée à la durée de digestion gastrique 
(trois à quatre heures en moyenne). Leur solubilisation incomplète réduit d’autant 
l’attaque des protéines par la pespine. Ceci pourrait expliquer pourquoi les fruits à 
coque et l'arachide seraient plus allergéniques que les légumineuses tels que pois, 
lentilles ou haricots, pourtant aussi riches en protéines de réserves mais préalablement 
hydratés et cuits avant consommation. (Robotham, Teuber et al. 2002) 
 
Le maintien de Jug r 1 dans sa forme native à la température physiologique, le 
maintien de l’immunoréactivité après 120 minutes à pH très acide ainsi que la stabilité 
de Jug r 1 vis à vis des protéases digestives, renforcée par la protection que confère 
leur inclusion dans les corps protéiques permettent d’envisager la présence probable de 
Jug r 1 sous une forme immunogène au niveau de l’intestin, expliquant ainsi ses 
propriétés allergéniques. 
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PARTIE IV 
 
CARTOGRAPHIE DES 
ÉPITOPES DE Jug r 1 
 
ETUDE DES REACTIONS 
CROISEES IMPLIQUANT 
Jug r 1  
- 
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Figure 33 : Cartes épitopiques de Jug r 1  
A : peptides interagissant avec les sérums (1, 2, 3) de patients allergiques à la noix  ou avec 
les IgG de lapins anti-Jug r 1 révélés sur la membrane SPOT.  
B : localisation des régions réactives sur la séquence de la  protéine (acides aminés surlignés 
en noir) 
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1. Cartographie des épitopes par la technologie SPOT 
 
Pour caractériser les sites de liaison aux IgE de Jug r 1, 38 peptides chevauchants 
recouvrant intégralement la séquence primaire de l’allergène ont été synthétisés et 
fixés sur une membrane de cellulose. Chaque peptide est constitué de 15 résidus et 
chevauche de 12 acides aminés avec le précédent et le suivant. Les membranes sont 
incubées avec 3 sérums de patients allergiques à Jug r 1 ou avec le sérum de lapin 
immunisé contre Jug r 1. Un contrôle négatif est effectué à l’aide des seuls anticorps 
secondaires anti- IgE ou anti-IgG de lapin tous deux couplés à la phosphatase alcaline. 
Aucun signal n’a été détecté sur la membrane dans les 2 cas. 
 
a. Utilisation de sérums de patients allergiques à Jug r 1 (allergie IgE-
dépendante)  
 
La figure 33 montre qu’il existe plusieurs sites de liaison aux IgE le long de la 
séquence de Jug r 1. Douze peptides sont reconnus par les IgE avec des intensités 
variables. La révélation de ces douze peptides met en évidence la présence de 4 
épitopes le long de la séquence de Jug r 1 : épitope #1  6IDNPRR11 (6 résidus), épitope 
#2   42YDEDNQRQH50 (9 résidus), épitope #3  72QVVRRQQQQ80 (9 résidus), et l’ 
épitope #4  102CGISSQRCEIRR113 (12 résidus). La présence de spots isolés (peptides 
6, 8, 23 et 26) sur la membrane signe l’existence de zones épitopiques plus réduites 
18EQI20, 24QNL26, 30QYY32 et 54CCQ56. Les zones les plus étendues contiennent 
toutes des résidus chargés (≈ 35 % ). La détection des peptides par les sérums de 
patients diverge de quelques peptides selon les patients mais reste très comparable. 
Certains peptides ne sont reconnus que par une partie des sérums cependant un nombre 
de patient plus important serait nécessaire pour pouvoir conclure et pouvoir expliquer 
ces différences en fonction de l’histoire des patients 
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Figure 34 : Caractérisation des épitopes de Jug r 1 
A, E: représentation en ruban du modèle de Jug r 1.  
B, F: localisation des 4 épitopes liant les IgE (épitopes #1 en fuschia, #2 en vert, -#3 en 
bleu et #4 en rose).  
C, G: localisation des 4 épitopes liant les IgE  sur  la surface moléculaire de Jug r 1. 
D, H: carte des potentiels électrostatiques de surface (orientation différente). Les zones 
électropositives sont figurées en bleu, les zones électronégatives en rouge.  
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b. Utilisation de sérums de lapins immunisés avec Jug r 1 
 
Les cartes épitopiques réalisées avec les sérums de lapins mettent en évidence des 
zones identiques à celles révélées par les IgE (figure 33). Dans le cas de Jug r 1, les 
rares différences observées entre la révélation avec les IgG et la révélation avec les IgE 
concernent quelques peptides détectés (peptides 8 et 25) uniquement par les IgE qui 
resserre les zones épitopiques. La différence d’intensité de reconnaissance des peptides 
plus intense avec les IgG est du à l’hypersensibilisation des lapins par l’allergène lors 
de l’immunisation.  
 
c. Cartographie des épitopes sur les modèles tridimensionnels  
 
Tous les épitopes identifiés par cette technique contiennent des résidus chargés et 
coïncident avec des zones exposées de la protéine, électropositives dans le cas des  
épitopes #1, #3 et #4 et électronégatives pour l’épitope #2 (figure 34). La position en 
surface de ces épitopes les rend totalement accessibles. Les zones épitopiques plus 
réduites mises en évidence par la révélation de spots isolés sur la membrane sont pour 
deux d’entre elles (24QNL26, 30QYY32) situées dans des zones très peu exposées et 
de ce fait ne participent vraisemblablement pas à l’allergénicité de Jug r 1. En 
revanche les deux autres épitopes (18EQI20 et 54CCQ56) pourraient participer à la 
formation d’un épitope plus large et discontinu avec les épitopes étendus environnants. 
L'emplacement des épitopes identifié sur la surface moléculaire de Jug r 1 permet de 
mettre en évidence une zone plus étendue de coalescence entre les épitopes #3 et #4. 
Cette zone est située dans une région très accessible et riche en résidus chargés, deux 
caractéristiques importantes pour la caractérisation d’un épitope. Ces zones de 
coalescence sont susceptibles de créer des zones épitopiques plus étendues qui 
n’auraient pas pu être identifiées à partir de la délimitation des épitopes le long de la 
séquence primaire. Au sein de ces zones de coalescence il est possible d’envisager la 
présence d’épitopes discontinus capable d’interagir de manière spécifique avec les IgE 
correspondantes.
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5. Inhibition de la liaison entre Jug r 1 et les IgE par des peptides 
synthétiques 
 
Des peptides composés de 12 acides aminés correspondant aux épitopes de la région 
centrale de Jug r 1 ont été synthétisés : épitope #2 (41GYDEDNQRQHRQ51) et épitope 
#3 (70RQVVRRQQQQQG81). L’inhibition de liaison entre Jug r 1 et les Ig E par ces 
peptides a été testée comme précédemment par la technique ELISA. Les inhibitions 
observées dans les 2 cas atteignent des valeurs très élevées de l’ordre de 80 à 90 % et 
ce de manière identique avec les deux formes native et recombinante de Jug r 1. 
(figure 35 ) Ces résultats confirment la forte capacité de liaison des épitopes #2 et #3, 
identifiés par la technique SPOT, avec les IgE. 
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Figure 35 : Mesure de l’inhibition de liaison entre Jug r 1 et les IgE par les 
peptides synthétisés correspondant aux épitopes #2 et #3. 
 
Les courbes bleues représentent les valeurs obtenues avec rJug r 1 et les courbes roses celles 
obtenues pour n Jug r 1. Les courbes pointillées correspondent aux valeurs obtenues lors de 
préincubation des IgE avec le peptide « épitope 3 » et les courbes continues avec le peptide 
« épitope 2 ». 
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6. Etudes des réactions croisées impliquant Jug r 1 
 
a. Mise en évidence de réactivités croisées à partir de sérums de lapins 
immunisés contre Jug r 1 
 
Les immuno-empreintes réalisées sur les extraits diverses graines (arachide, courge, 
haricot, lupin, noisette, noix du Brésil, noix de Cajou, pistache, pois, sarrasin, sésame, 
soja) à l’aide des sérums de lapins immunisés contre Jug r 1 ont permis de révéler une 
seule bande dans l’extrait de sésame située aux environs de 10 kDa (figure 36). Afin 
de vérifier si cette interaction entre les IgG de lapins et cette protéine pouvait être due 
à la présence d’un épitope croisant avec Jug r 1, une compétition de liaison avec les 
IgG a été réalisée entre Jug r 1 et l’extrait protéique de sésame par la méthode ELISA 
inhibition. Le sérum de lapin a été préincubé avec l’extrait de sésame avant d’être mis 
en contact avec Jug r 1. Cette même étape a été réalisée pour les autres graines et a 
confirmé l’absence de réactions croisées entre Jug r 1 et ces autres graines. Seul 
l’extrait de sésame induit une inhibition de l’interaction spécifique IgG/Jug r 1 et 
l’inhibition est proportionnelle à la concentration de l’extrait mis en œuvre ( figure 
37). 
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
   
 
Figure 36 : Immuno-empreinte réalisée sur des extraits protéiques totaux de 
diverses graines avec des IgG produites chez le lapin et dirigées contre Jug r 1. 
1-arachide , 2-soja, 3-sésame, 4-noisette, 5-noix de Cajou, 6-pois, 7-noix du Brésil, 8-noix 
15kDa
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1          2           3         4        5         6         7 8 
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Figure 37 :  Mesure de l’inhibition de la liaison entre les IgG de lapins et Jug r 1 
par des concentrations croissantes d’extrait protéique total de sésame. 
Rose : liaison maximale  entre les IgG et Jug r 1 
Violet :  incubation des IgG avec 24 µg/ml d’extrait protéique total de sésame 
Bleu : incubation des IgG avec 100 µg/ml d’extrait protéique total de sésame 
Orange :  incubation des IgG avec 240 µg/ml d’extrait protéique total de sésame 
Pointillé : incubation des IgG avec 6 µg/ml de Jug r 1 
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Figure 38 : Composition protéique des différentes fractions issues de la précipitation 
différentielle au sulfate d’ammonium de  l’extrait protéique total de sésame. 
Le fractionnement au sulfate d’ammonium présente des profils protéiques différents des 
fractions obtenues à partir de l’extrait protéique total de sésame. Les bandes situées entre 15 
et 10 kDa présentes dans l’extrait total ne sont retrouvées que dans la fraction la plus 
concentrée en sulfate d’ammonium, seule fraction à l’origine d’une inhibition de la liaison 
entre les IgG et Jug r 1. 
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b.  Fractionnement de l’extrait total de sésame et identification de la protéine 
impliquée dans la réaction croisée 
 
L’extrait de sésame a été fractionné par précipitation au sulfate d’ammonium, afin de 
séparer les protéines qu’il renferme en fonction de leur solubilité dans l’eau. Les 
fractions recueillies sont au nombre de 4 après resolubilisation des culots obtenus à 40 
%, 50%, 60% et 80% (w/v) de saturation en sulfate d’ammonium. Les fractions 
présentent des profils protéiques différents (figure 38). La fraction obtenue après 
précipitation à 80 % (m/v) de saturation en sulfate d’ammonium retient les protéines 
de petite taille situées en deçà de 15 kDa, dont les albumines 2S qui sont des protéines 
de petite taille et très hydrosolubles. Des tests d’inhibition par ELISA réalisés comme 
précédemment à l’aide de la fraction 80% révèle une inhibition de plus de 50% de la 
liaison IgG/ Jug r 1, à l’inverse des autres fractions qui n’inhibent pas l’interaction 
(figure 39). 
Une séparation supplémentaire, en fonction de la taille des protéines composant la 
fraction 80% est obtenue par gel filtration sur colonne Superose 6 (Amersham).  
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Figure 39 : Mesure de l’inhibition de la liaison entre les IgG de lapins et Jug r 1 
par les fractions obtenues après précipitation au sulfate d’ammonium. 
Les résultats sont présentés en % d’inhibition de liaison. 
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Figure 40 : Mesure de l’inhibition de la liaison entre les IgG de lapins et Jug r 1 
par les fractions obtenues après gel filtration sur colonne de Superose 6 
(Amersham). 
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Figure 41 : Immuno-empreintes réalisées avec un pool de 2 sérums de patients 
allergiques à la noix sur les fractions obtenues après passage des protéines de 
sésame précipitées à 80%( v/v) de sulfate d’ammonium sur colonne de Superose 
6. 
A : Coloration au rouge Ponceau de la membrane de nitrocellulose 
B : Immuno-empreinte réalisée après préincubation du pool avec Jug r 1 (100µg/ml)  
C : Immuno-empreinte réalisée avec le pool de 2 sérums 
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Les 7 premières fractions recueillies induisent une inhibition croissante de la liaison 
IgG/ Jug r 1 allant jusqu'à l’inhibition totale pour les fractions 5 à 7 (figure 40). Des 
expériences d’inhibition en immuno-empreintes, utilisant dans ce cas les IgE de 
patients allergiques à la noix, montrent la disparition totale du signal situé 10 kDa, 
dans les fractions A4, A5, A6, lors de la préincubation de ces IgE avec Jug r 1. Ces 
résultats confirment l’existence dans l’extrait d’une protéine reconnue par des IgE 
communs à Jug r 1 (figure 41). Il a été possible de caractériser la protéine impliquée 
dans cette réactivité croisée par spectrométrie de masse : la présence de pics 
correspondant à Ses i 1 dans les spectres de masse permet d’affirmer que Ses i 1, 
albumine 2S de 9 kDa décrite par Pastorello et al, 2004, est impliquée dans la réaction 
croisée observée entre Jug r 1 et l’extrait de sésame. L’alignement des séquences de 
ces deux albumines 2S met en lumière des homologies susceptibles d’expliquer 
l’existence d’épitopes de conformation voisine dans ces deux allergènes (figure 42). 
 
 
 
Figure 42 : Alignement des séquences primaires de Jug r 1 et Ses i 1 
(ESPript) 
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Figure 43 : Séquence d’acides aminés de Jug r 1 et cartographie des sites de 
coupure théoriques par la pepsine sur Jug r 1.  
Les flèches rouges déterminent les sites de coupure potentiels par la pepsine à pH acide. Les 
zones surlignées en noir représentent les épitopes identifies par la technique SPOT. La flèche 
jaune représente la partie N-terminale de nJug r 1. 
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7. Discussion 
 
Une des étapes importantes de compréhension de l’allergie passe par la détermination 
des sites de liaisons aux IgE. Parmi les techniques disponibles pour ces études, la 
technologie SPOT permet la caractérisation d’épitopes continus situés le long de la 
séquence primaire de la protéine. 
 
Cette étude réalisée à partir de 38 peptides constitués de 15 résidus chacun et 
chevauchant sur douze acides aminés, révèle la présence de multiples sites de 
reconnaissance des IgE, ce qui a été déjà décrit pour de nombreux allergènes. Ceci 
reflète vraisemblablement la nature polyclonale des IgE. Cette étude, résultat d’une 
investigation expérimentale et bioinformatique combinée a permis de localiser sur un 
modèle tridimensionnel, 4 épitopes dont au moins 2 semblent être très immunoréactifs 
(#2 et #3). Ces épitopes contiennent pour la plupart des acides aminés chargés 
positivement et négativement exposés à la surface. La proximité de certains épitopes 
créé vraisemblablement des zones épitopiques étendues susceptibles d’abriter des 
épitopes discontinus plus difficiles à caractériser. Les zones caractérisées par cette 
méthode correspondent, pour la majorité, aux épitopes prédits précédemment par une 
approche bio-informatique, basée sur la combinaison de différents paramètres tels que 
l’existence de résidus chargés dans des régions hydrophiles, flexibles et accessibles au 
solvant (Barre, Borges et al. 2005). Une approche similaire à la notre avait été réalisée 
précédemment sur Jug r 1 révélant la présence d’une épitope 93RGEE96. Ce dernier n’a 
pas été mis en évidence par les sérums utilisés lors de cette étude mais est localisé à 
proximité d’une zone épitopique caractérisée sur le modèle tridimensionnel. Cette 
discordance pourrait être due à la différence d’immunoréactivité des sérums utilisés. 
Elle peut également être induite par la divergence de la répartition géographique 
(Europe / Amérique) et des âges des patients (enfants / adultes) entre ces deux études. 
En effet, la sensibilisation dans des environnements distincts peut s’avérer totalement 
dissemblable et ainsi être à l’origine d‘une immunoréactivité différente. Dans certains 
cas, cette différence des sites de reconnaissance des IgE pourrait permettre un 
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diagnostic sur la pérennité de l’allergie chez le patient, comme cela a été décrit pour 
les allergies au lait (Jarvinen, Beyer et al. 2002).  
 
Lorsque la protéine est digérée in vitro par des protéases telles que la pepsine, 
l’immunoréactivité des fragments de lyse diminue avec le temps de digestion (cf partie 
3). Les zones de clivage par la pepsine se situent pourtant à l’extérieur des épitopes 
caractérisés à l’exception de l’épitope #2 (figure 44) . Les épitopes #3 et #4 devraient 
être théoriquement libérés dans leur totalité lors de la digestion ; pourtant 
l’immunoréactivité testée par immuno-empreintes et ELISA n’est pas vérifiée. La 
taille théorique du peptide libéré composé d’un seul épitope, est cependant un facteur 
limitant de l’étude dans la mesure où un peptide de taille trop réduite peut s’avérer 
difficile à identifier en immunoempreinte. De plus la présence d’un seul épitope en 
quantité réduite peut induire un signal difficilement détectable par ces techniques 
immunochimiques. Il est également envisageable que par suite de la déstructuration de 
la protéine lors de la libération de peptides, ces derniers s’agrègent entre eux. Cette 
agrégation de peptides de petite taille pourrait entraîner le masquage des épitopes et 
ainsi annuler la reconnaissance par les IgE.  
Bien que les albumines 2S présentent des similitudes modérées de leurs séquences 
primaires, elles semblent posséder une structure tridimensionnelle très conservée. Le 
fait que les épitopes de Jug r 1 se trouvent pour la majorité d’entre eux dans des zones 
d’homologie importante des albumines 2S peut entraîner des réactions croisées entre 
albumines 2S de différentes graines. Ainsi, la noix est impliquée dans des réactions 
croisées avec d’autres fruits à coque tels que la noix de coco (Teuber and Peterson 
1999), la noix du Brésil ou la noisette (Asero, Mistrello et al. 2004). De même le 
sésame (Wallowitz, Chen et al. 2007) est susceptible d’intervenir dans des réactions 
croisées avec la noix de Cajou et l’arachide (Barre, Jacquet et al. 2007).  
 
L’augmentation des cas d’allergies multiples aux graines et fruits à coque constatée en 
clinique est à l’origine de cette investigation sur les réactions croisées impliquant Jug r 
1. Un allergène croisant d’environ 10kDa a été détécté dans les graines de sésame. Il a 
pu être identifié par spectrométrie de masse en tant que albumine 2S Ses i 1 qui est un 
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allergène majeur du sésame. Ses i 1 possède une masse moléculaire d’environ 9 kDa, 
un pI de 7.3, n’est pas glycosylé et est composé comme Jug r 1 de 2 sous unités reliées 
par deux ponts disulfure. Les zones épitopiques mises en évidence dans Jug r 1 se 
situent dans des régions de similitude importante entre Jug r 1 et Ses i 1. L’épitope #3, 
qui partage 66% d’identité et 100% de similarité avec la région homologue de Ses i 1 
(QAVRQQQQE pour Ses i 1 au lieu de QVVRRQQQQ pour Jug r 1) est 
probablement responsable de cette réactivité croisée entre les 2 albumines 2S. 
 
Nos résultats démontrent une fois de plus que les réactions croisées entre les graines ne 
sont pas toujours liées aux relations phylogénétiques (Asero, Mistrello et al. 2004; 
Barre, Jacquet et al. 2007). En effet, Jug r 1 (Juglans regia) qui partage des épitopes 
communs avec Ses i 1, appartient à la famille des Juglandaceae très différente de la 
famille des Pedaliaceae, à laquelle appartient Ses i 1 (Sesamun indicum). 
 
Il est actuellement difficile de donner à ces résultats expérimentaux une signification 
clinique, qui fait intervenir divers facteurs encore mal cernés (taux d’IgE, balance 
Th1/Th2, polymorphisme des récepteurs FcεRI…) (Sicherer, Furlong et al. 2001; Van 
Ree 2004). Cependant, la possibilité que des patients allergiques au sésame ou à la 
noix puissent développer des manifestations cliniques à l’une comme à l’autre de ces 
graines doit rester à l’esprit et permettre une vigilance accrue lors de la consommation 
de produits contenant l’un ou l’autre de ces deux aliments. 
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La combinaison d’approches de biochimie, d’immunologie et de biologie structurale a 
permis de caractériser en détail Jug r 1, l’albumine 2S et allergène majeur de la noix. Il 
s’agit d’une protéine composée de 2 sous unités de 3,5 et 8 kDa reliée par deux ponts 
disulfure intrachaines. Grâce à une disposition des cystéines le long de la séquence 
primaire, très conservée au sein de la famille des albumines 2S un modèle 
tridimensionnel a pu être construit à partir de la structure tridimensionnelle de 
l’albumine 2S du ricin. L’étude structurale confirme une structure tridimensionnelle 
riche en hélices α, 5 au total, ainsi que la présence d’une région non structurée 
largement répandue au sein de cette famille de protéine appelée « région 
hypervariable ».  
 
L’analyse fonctionnelle de Jug r 1, combinée à l’étude structurale, nous a permis de 
préciser l’emplacement des épitopes liant les IgE sur la surface moléculaire de la 
protéine. Les épitopes identifiés sont au nombre de 4 et l’analyse par inhibition de 
l’interaction de la protéine entière avec les IgE par des peptides synthétiques, a permis 
de valider l’existence de deux épitopes immunodominants. L’analyse de surface de Jug 
r 1 montre l’existence de petites zones épitopiques contiguës qui pourraient participer 
à la formation d’épitopes discontinus et ainsi augmenter la surface des régions 
épitopiques participant à la reconnaissance des IgE humaines. La comparaison des 
séquences primaires montre que ces épitopes immunodominants se situent dans des 
zones où les régions épitopiques d’autres albumines 2S ont été identifiées. Ces 
épitopes pourraient expliquer l’existence de réactions croisées entre la noix et d’autres 
aliments contenant des albumines 2S. L’étude des réactions croisées a notamment 
permis d’identifier une réactivité croisée entre Jug r 1 et la fraction contenant 
l’albumine 2S Ses i 1 du sésame.   
  
A la suite de cette étude des épitopes B, il serait intéressant d’identifier au sein de ces 
zones epitopiques, les acides aminés immunodominants dont la modification 
pourraient profondement modifier l’affinité de liaison. La technologie SPOT, permet 
grâce à la substitution d’un seul acide aminé, à la fois, par l’alanine de déterminer 
l’importance de chaque acide aminé de l’épitope dans  la liaison Jug r 1-IgE. 
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L’évolution in vitro de l’immunoréactivité de la protéine après attaque protéolytique 
(pepsine, trypsine, chymotrypsine) démontre une certaine résistance à la protéolyse de 
Jug r 1. Cette stabilité est également démontrée par le maintien de sa structure 
secondaire dans des conditions acides ou lors d’un accroissement de la température 
jusqu'à 90°C. La résistance de Jug r 1 à la protéolyse, à la dénaturation thermique et 
aux conditions acides est très probablement due à la présence de ponts disulfure 
assurant le maintien d’un cœur hydrophobe compact résistant notamment à l’attaque 
enzymatique des protéines digestives. Cette résistance permet de supposer une 
absorption par les cellules intestinales d’une forme immunologiquement active de Jug 
r 1 lui permettant de stimuler le système immunitaire et lui conférant de ce fait son 
statut d’allergène majeur. 
 
L’expression de Jug r 1 recombinante chez E coli, correctement repliée et donc 
fonctionnelle constitue une avancée intéressante pour la production d’allergènes 
standardisés utilisables pour le diagnostic des allergies à la noix (dosage 
immunologique, tests cutanés). Cet allergène recombinant devrait également 
permettre, par mutagenèse dirigée, la production d’hypoallergènes susceptibles d’être 
utilisés pour désensibiliser les patients allergiques.  La production de l’hypoallergène 
de Jug r 1 devra être précédée de la caractérisation des epitopes T ainsi que d’une 
vérification nécessaire de la préservation de ses motifs structuraux nécessaire à sa 
reconnaissance par les lymphocytes T. Une telle approche thérapeutique pourrait ainsi 
contribuer à la diminution de la fréquence des réactions sévères, fréquemment 
observées dans les cas d’allergies à noix notamment aux Etats Unis où cette allergie se 
positionne parmi les plus sévères derrière l’allergie à l’arachide.  
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2S albumin storage proteins are becoming of increasing interest as they have been reported as 
major food allergens in seeds. Jug r 1 was the first allergen identified in walnut (Juglans 
regia) and is still considered as a major allergen. The native allergen is a two subunits protein. 
This two subunits are associated by inter and intra molecular disulphide bonds. Native Jug r 1 
adopts the canonical α-helical fold of plant 2S albumins as checked on CD spectra. Four IgE-
binding epitopic stretches were identified along the amino acid sequence of Jug r 1 and 
localized on the molecular surface of the modelled allergen. The cross reactivity of antisera 
from walnut allergic patient between walnut and other seed was studied and showed cross 
reactivity between Jug r 1 and an 2S albumin from sesame (Sesamum indicum), Ses i 1. Jug r 
1 was also expressed in Escherichia coli using the Gateway® technology as a recombinant 
allergen. Recombinant rJug r 1 adopts the same  canonical α-helical fold as the native protein. 
Both native and recombinant allergens exhibit similar IgE-binding activity and similarly 
trigger the degranulation of a FcεRI-expressing rat basophilic leukemia cell line previously 
treated by the allergens. This results allowing us to propose rJug r 1 as a useful tool for the 
diagnosis of walnut allergy. 
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Les albumines 2S font l’objet d’un intérêt grandissant au vu de la place majeure qu’elles 
occupent au sein des principaux allergènes alimentaires des graines. Jug r 1 a été le premier 
allergène identifié dans la noix et reste jusqu'à présent l’allergène majeur de cet aliment. 
L’étude structurale de Jug r 1 a démontré la présence de deux sous unités reliées par des ponts 
disulfure ainsi qu’une structure tridimensionnelle compacte constituée majoritairement 
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des réactions croisées. L’étude de ces réactions croisées, a permis d’identifier une réactivité 
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